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RESUMO

As substancias humicas (SHs), matéria organica em diferentes estagios de degradacao
sdo formadas, durante o processo de decomposi¢cdo de residuos vegetais e animais
presentes no ambiente, sendo importante a sua remog¢do ja que elas podem conferir
caracteristicas indesejaveis a dgua distribuida. A utilizacdo de microrganismos como os
fungos, para essa remocdo ¢ de extrema importincia, pois estes exercem papel
importante dentro do saneamento atuando nos processos de transformagdo dos residuos
organicos, onde funcionam como recicladores de matéria nos diversos ecossistemas. O
trabalho teve o objetivo de estudar a produ¢@o de enzimas fenoloxidases e peroxidases
por fungos de decomposigdo branca (Trametes villosa e Pycnosporus sanguineus) para
a remo¢do das SHs na agua. O trabalho foi divido em partes: extraiu, purificou e
caracterizou-se os acidos huimicos e fulvicos. Em seguida, colocou-se as SHs em agua e
utilizou-se as enzimas fungicas para a sua remoc¢do, também foram realizados ensaios
em reator estatico (Jar Test). A andlise da composicdo das SHs (caracterizagdo) e
verificagdo de degradacdo foi realizada por espectrofotometria na regido do ultravioleta
e visivel, e espectroscopia de infravermelho e através da determinacdo da produgdo
enzimatica. O método de extragdo utilizado foi eficaz nas separacdes dos acidos
himicos e fulvicos; os espectros dos acidos humicos extraidos apresentaram grupos
carboxilicos, alquilicos, aromaticos, alcoolicos, fenodlicos e carboidratos. A enzima
predominante em todas as espécies fungicas utilizadas foi a lacase (Lcc); as amostras
analisadas de Trametes villosa foram as que apresentaram maior diminuigdo nas
absorbancias em varios comprimentos de ondas nos espectros de ultravioleta/visivel
(UV-Vis), medida indireta de degradagdo. As amostras contendo o fungo de Trametes
villosa também foram as que obtiveram uma maior producdo enzimatica de lacase, na
maioria dos ensaios, chegando a uma producdo de 3,48 U.mL" com 4cido humico da
marca Sigma-Aldrich® e 2,61 U.mL" para o acido humico extraido e obtendo um
indice percentual de remocdo de 56% e 42% destes acidos respectivamente. Nos ensaios
com acido fulvico e fungos em diferentes pHs (3,0, 5,0 e 7,0), todos apresentaram
diminui¢do do espectro de UV/Vis com indices percentuais de remog¢do de 92%. T.
villosa foi o que apresentou indices maiores de adsor¢do comprovados por espectro no
UV-Vis, ainda que em menor propor¢do que os tratados com enzimas, seu maior indice
percentual de adsor¢do foi de 86%. Os fungos do presente estudo apresentam grande
potencial de remocao e de adsor¢do das substdncias himicas presentes na agua.

Palavras-chave: 4cidos humico, acidos fulvico, fungos de decomposi¢do branca
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ABSTRACT

The humic substance (SHs), organic matter in different stages of degradation are formed
during the decomposition of plant and animal residues in the environment, it is
important to remove them, as they can give undesirable characteristics to the water
distributed. The use of microorganisms such as fungi, for this removal are extremely
important, since their role in sanitation is to act on processing organic waste, where they
function as recyclers of matter in different ecosystems. This work aimed to study the
production of phenol oxidase enzymes, peroxidases white decomposition by fungi
(Trametes villosa and Pycnoporus sanguineus) for the removal of HSs in the water. The
work was divided into parts: extracted, purified and characterized the humic and fulvic
acids, was placed just after the HSs in water and we used the fungal enzymes for their
removal, tests were also performed in the Jar Test. Analysis of the composition of HSs
(characterization) and verification of degradation was performed by spectrophotometry
in the ultraviolet and visible region, and infrared spectroscopy, by determining the
enzyme production. The extraction method used was effective in the separation of
humic and fulvic acids, the spectra of extracted humic acids showed carboxylic groups,
alkyl, aromatic, alcohol, phenol and carbohydrates. The predominant enzyme in all
fungal species used was laccase (Lcc); analyzed samples of Trametes villosa showed the
largest decrease in absorbance at several wavelengths in the ultraviolet / visible (UV-
Vis) spectra, an indirect measure of degradation. The samples containing the fungus
Trametes villosa were also those that had a higher laccase enzyme production in most
trials, reaching a production of 3.48 mL™ with humic acid from Sigma-Aldrich® brand
and 2.61 U.mL" for humic acid extracted and getting a percentage rate of removal of
56% and 42% respectively of these acids. In tests with fulvic acid and fungi at different
pHs (3.0, 5.0 and 7.0), all has decreased range of UV/Vis with percentage removal rates
of 92%. T villosa showed the higher rates of adsorption evidenced byUV-Vis spectrum,
albeitto a lesser extentthan those treated withenzymes, their highest percentage
of adsorption was 86%. Fungi in this study have great potential for degradation and
adsorption of humic substances present in water.

Key Words: humic acid, fulvic acid, white decomposition by fungi.
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1 INTRODUCAO

Os problemas ambientais existentes no mundo de hoje sdo extremamente
preocupantes, desafiam a inteligéncia humana e ameagam a existéncia terrestre. A dgua
¢ um recurso ambiental renovavel que vem sendo amplamente degradada e esgotada.

Isso ocorre devido a urbanizagdo crescente e de forma desordenada o que
agrava e compromete os recursos hidricos, trazendo danos aos sistemas publicos de
tratamento j& implantados promovendo a sua sobrecarga e gerando operagdes com
deficiéncias (MIRANDA e TEIXEIRA, 2004).

Somente combinando pesquisas e estudos sobre tratamento de dgua e pré —
tratamento, ¢ que poderemos minimizar o comprometimento dos recursos hidricos como
desenvolver medidas mitigadoras que poderdo evitar a diminui¢do dos recursos hidricos
como garantir o abastecimento e a qualidade da 4gua tratada.

Conforme a resolugdo 357 — CONAMA, existem cinco classificagdes em
ordem decrescente de qualidade da agua. Considera-se ainda que este enquadramento
esteja baseado ndo necessariamente no estado atual do corpo d’agua, mas nos niveis de
qualidade que deveriam possuir para atender as necessidades da comunidade. A Classe
2, diz respeito as 4aguas que podem ser destinadas ao abastecimento para consumo
humano, apds tratamento convencional, tratamento este que deve deixar a agua propria
para o consumo humano e promova a remog¢ao da cor.

A cor que quando presente em aguas brutas ¢ geralmente ocasionada pela
presenca de substdncias humicas (SHs). As Substidncias humicas (SHs), matéria
organica em diferentes estagios de degradacgdo, sdo definidas como macromoléculas e
formadas pela transformacdo de biomoléculas, durante o processo de decomposicdo de
residuos vegetais e animais presentes no ambiente, representando os componentes mais
estaveis da matéria organica. Suas propriedades de complexacdo, biodisponibilidade de
metais, transporte, aumento da solubilidade e disponibilidade de nutrientes, alta
capacidade de retencdo de agua, conservagdo do solo e interagdes com pesticidas
desempenham importante papel nas propriedades quimicas e fisicas do solo e tém sido
objeto de estudos (ROSALES et al., 1999; ROCHA et al., 2000; SARGENTINI
JUNIOR et al., 2001).
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As SHs possuem natureza heterogénea e complexa. Pouco se sabe sobre sua
estrutura quimica e apresentam-se como misturas heterogéneas de moléculas
polidispersas com elevada massa molar. Possuem alto teor de grupos funcionais
contendo oxigénio na forma de carboxilas, hidroxilas fenolicas e carbonilas
(SARGENTINI JUNIOR et al., 2001).

Devido suas caracteristicas estruturais as SHs podem interagir com metais e
compostos organicos como, por exemplo, pesticidas presentes no ambiente. Para
compreender o comportamento das SHs no ambiente, estas tém sido estudadas sob
diferentes aspectos: caracterizagdo de estruturas parciais, determinacdo de constantes de
equilibrio de espécies metal-SHs, acidez e labilidade relativa de metais (SARGENTINI
JUNIOR et al., 2001).

Entretanto, para trabalhar com SHs procedimentos adequados para extracdo
e fracionamento sdo de fundamental importincia. Fracionamentos baseados em
diferengas de solubilidade, tamanho molecular, densidade de carga, precipitacdes com
ions metéalicos e caracteristicas de adsor¢do sdo adequados para separar SHs em
diferentes fracdes (ROCHA et al., 2000).

Estas SHs sdo as principais causas da cor na agua, possuem caracteristicas
hidrofilicas e compreendem os 4acidos humicos e fulvicos. Em termos de propriedades
quimicas e implicacdes para o tratamento de agua, a fracdo da matéria organica
designada como SHs € considerada mais importante (WIECHETECK, et al., 2004).

A importancia da remocdo das SHs se deve ao fato delas conferirem
caracteristicas indesejaveis a agua distribuida, com possibilidade de formacdo de
subprodutos da pré-oxidagdo e desinfec¢do, complexar-se com metais pesados e
micropoluentes orgdnicos e causar cor, ou podem ser associados a presenca de
compostos organicos em aguas destinadas ao uso doméstico ou industrial. Estes
compostos complexam-se facilmente com oxidos e interagem com argilo-minerais,
acidos graxos e pesticidas, promovendo sua solubilizag¢do. Por estarem envolvidos com
o metabolismo e respira¢do celular, alteram significativamente o ambiente. Certos
compostos organicos, quando presentes em aguas de abastecimento, podem causar
sabor e odor, e proporcionar condigdes para o desenvolvimento de microrganismos,
prejudicando a qualidade bacterioldgica da agua distribuida (JULIO et al., 2006).

Quando compostos organicos nido sdo removidos no tratamento de agua,
eles reagem com o cloro, que ¢ adicionado na etapa de pré-desinfec¢do, gerando os

compostos organoclorados que sdo extremamente prejudiciais a satde. Novas
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tecnologias e processos de tratamento para a remog¢do de matéria organica vém sendo
estudados, objetivando a reducdo ou eliminagdo de SHs e proporcionando maior
biodegradabilidade das fragdes organicas (WIECHETECK, et al., 2004). Dentre estes
estudos, os com microrganismos tem obtido papel de destaque, principalmente aqueles
em que os microrganismos sao fungos.

Os fungos exercem papel importante dentro do saneamento, pois atuam nos
processos de transformacao dos residuos organicos, onde funcionam como recicladores
de matéria nos diversos ecossistemas. O potencial fungico para degradar polimeros tem
sido amplamente estudado e em muitos casos aplicado para remog¢do de compostos de
dificil degradacdo, podendo promover a degradacdo de compostos aromaticos, através
de sistemas enzimaticos. E algumas espécies ainda podem ser utilizadas para degradar
xenobioticos, deslignificar e descolorir (SAMPAIO et al., 2004).

As transformagdes da SHs ainda ndo sdo bem compreendidas na presenga
de microrganismos do solo. Estes microrganismos, como os fungos da podridao-branca,
podem transformar as substancias humicas e até descolorir, modificando as
propriedades dos acidos humicos (REZACOVA E GRYNDLER, 2006). Devido a estes
fatores e que o tratamento de dgua com enzimas flingicas bem como a extragdo e
caracterizacdo das SHs e o método de atuacdo destas enzimas fungicas na remogao das

substancias humicas na dgua sera o enfoque dado a este trabalho.
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2 JUSTIFICATIVA

Devido a enorme necessidade de sistemas de tratamento de dgua serem alto
sustentaveis e que ndo gerem residuos e que evitem a formagdo de subprodutos como
também promovam a melhoria da agua tratada apresentando potabilidade adequada e o
mais importante com baixo custo operacional, foi que se pensou na utilizacdo de
enzimas fingicas para a realizagdo do estudo de remocdo das substancias huimicas, ja
que estas além de ndo gerarem residuos sdo biodegraddveis e ndo formam compostos
indesejaveis.

Os processos convencionais de tratamento de agua podem apresentar
limitagdes e inconvenientes, como a necessidade de grandes areas de instalacdo e altos
custos para implementago. Por isso, ao longo das ultimas décadas, pesquisadores t€ém
desenvolvido métodos e técnicas alternativas, como o tratamento com microrganismos,
que usa o potencial biologico para o pré-tratamento da agua. Esta técnica, se bem
estudada, pode contribuir como tratamento alternativo ou complementar aos sistemas
convencionais (fisico-quimicos).

As maiores vantagens dos sistemas bioldgicos sdo a portabilidade, o uso de
pequenos espacos para a instalagdo, mas também apresenta desvantagens como
necessidade de integrar esses sistemas a outros tratamentos convencionais.

Juntamente com essa necessidade de se conseguir técnicas de tratamentos de
agua alternativos, a remogao das substancias humicas também se faz necessaria, mesmo
sendo gerada de uma fonte natural. As substidncias hiimicas sdo indesejaveis pelas
seguintes razdes: (1) elas sdo irritantes esteticamente; (2) elas podem facilmente formar
complexos com metais pesados e poluentes organicos hidrofobicos, tais como
pesticidas, por causa de sua alta concentragdo de grupos funcionais acidos e tamanho
molecular grande, podendo alterar a toxicidade e potencial de bioacumulagdo desses
poluentes; (3) podem formar compostos cancerigenos, como compostos organicos
halogenados formados durante a cloracdo da agua potavel, como resultado de reagdes
entre o material humico e cloro (ZHOU E BANKS, 1993).

O abastecimento de 4gua com a presenca das substancias humicas, pode por
em risco a vida das pessoas, pois estes ndo estdo consumindo s6 o material organico de

cor, mas também metais pesados e poluentes hidrofébicos associados com compostos
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humicos. Sendo, portanto essencial que as substidncias humicas sejam removidas da
agua antes da distribui¢do da dgua potavel (ZHOU E BANKS, 1993).

A crescente demanda por tecnologias eficazes e econdmicas para remog¢ao
de cor levou a investigacdo de um processo biolodgico, que utilizasse a capacidade de
degradacdo e de adsor¢do do material bioldgico para a remocgao das substancias humicas
bem como de uma nova técnica no pré-tratamento de agua.

O processo que ainda estd sendo usado no tratamento da agua para a
remogdo de acidos himicos e da cor que ele promove ¢ a coagulagdo, que possui certas
desvantagens. A quantidade de coagulantes utilizado ¢ excessivo, o lodo resultantes em
certas ETAs ndo tem um destino final adequado, a concentracao elevada de aluminio em
aguas tratadas ¢ também motivo de preocupacdo por causa de seus efeitos adversos a
saude, especialmente para criangas. Técnicas mais avangadas como adsor¢do com
carbono ativado sdo de eficdcia limitada na remog¢do de substincias humicas de dgua,
além disso, o carvao ativado tem um custo muito alto de fabrica¢do e também um custo
altissimo para ser regenerado (ZHOU E BANKS, 1993).

Um processo bastante utilizado para estas remogdes sdo 0s processos
biolégicos, que sdo extremamente fundamentais, pois sdo métodos baratos e de facil
acesso. Os microrganismos responsaveis por este tratamento produzem enzimas que
degradam substancias, por isso tem se tornando um método cada vez mais viavel.
Apesar disso, antes de sua utilizag@o, deve ser feito um estudo de viabilidade para cada
situacdo, ja que ainda ndo ha um tratamento padrio que possa ser utilizado para a
maioria dos casos.

O emprego de enzimas fingicas na area de saneamento tem sido de
fundamental importancia, j4 que os fungos possuem vantagens se comparados aos
sistemas quimicos e fisicos que requerem manuten¢do e mao de obra qualificada e de
constantes reparos, além de ser um processo natural e que ndo gere nenhum subproduto
poluente.

O enfoque dado a este trabalho ¢ o tratamento de 4agua por enzimas

fingicas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Produzir enzimas fenoloxidases, peroxidases por fungos de decomposigio,
para serem utilizados na remoc¢ao e ou na degradacdo das substancias humicas, extraidas

do solo, e adicionadas a 4gua de estudo.

3.1.2  Objetivos especificos:

e Extrair, purificar 4cidos hiimicos e flvicos de amostras de solo de uma area do
municipio de Goiania — GO;

e Caracterizar os acidos humicos destas amostras de solo;

e Solubilizar os acidos humicos e fulvicos em agua para tratamento com fungos;

e Determinar enzimas fungicas (peroxidases e fenoloxidases) que sido responsaveis
pela degradacdo dos acidos humicos e flvicos;

e Verificar a viabilidade de tratamento (degradagdo) destas substancias por meio
das enzimas fingicas;

e Verificar quais dos fungos utilizados no estudo sdo melhores produtores
enzimaticos e¢ melhor consegue remover os acidos humicos extraidos e
adquiridos da Sigma-Aldrich® e o acido fulvico;

e Avaliar se houve adsor¢do fungica dos dcidos humicos e flvicos;

e Verificar a eficicia do tratamento com enzimas fungicas na remog¢ao dos acidos

em estudo com o uso de reator estatico (Jar Test);
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 SUBSTANCIAS HUMICAS

A 4gua para abastecimento humano requer tratamento, este por sua vez
depende de fatores bidticos e abidticos que regem o funcionamento dos ecossistemas
aquaticos, que influenciam diretamente na qualidade do corpo d’agua. Um composto
que pode influenciar na qualidade das dguas apds tratamento ¢ oriundo da degradagdo
bioldgica do material orgéanico tanto de origem vegetal ou animal depositado nos solos e
nas aguas que sdo conhecidas como SHs (SANTOS et al., 2008).

A matéria organica natural (MON) ¢ formada por processos biologicos
naturais e provém de reagdes quimicas, biologicas e fotoquimicas, que ocorrem devido a
presenga de subprodutos da decomposi¢do de animais e vegetais. Muitos constituintes
da 4gua natural constituem uma colecio de acidos organicos polimerizados, chamados
de substancias humicas, e outros tipos de compostos como acidos carboxilicos,
aminoacidos e carboidratos (TANGERINO E DI BERNARDO, 2002).

Em termos de propriedades quimicas e implicagdes para o tratamento de
agua, a fragdo da MON designada como substincia humica ¢ considerada mais
importante (WIECHETECK et al., 2004). SHs sdo formadas pela transformagdo de
biomoléculas, durante o processo de decomposi¢do de residuos vegetais e animais
presentes no ambiente (SARGENTINI JUNIOR et al., 2001).

Nos ultimos anos, o estudo da matéria organica do solo tem ganhado
destaque devido a crescente preocupacio existente com a qualidade do meio ambiente e
que incentiva o estudo da matéria organica devido ao seu papel decisivo em diversos
aspectos relacionados ao solo e a agua (LOSS et al.,, 2006). Ela ¢ naturalmente
decomposta por processos bioquimicos e de biossintese, envolvendo microrganismos
diversos. Desta decomposi¢do, resultam dois tipos de substincias: substincias ndo
humicas (proteinas, aminoacidos, polissacarideos, etc.) e as SHs que sdo divididas em
dcidos humicos (AHs), acidos falvicos (AFs) e huminas (SIMOES et al.,, 2006;
MEDEIROS E BROCCHI, 2007).

A MON em sistemas aquaticos também ¢ constituida principalmente por
substancias humicas (SHs), que também s3o formadas através da decomposi¢cdo
microbioldgica de residuos de plantas e animais e de sua interagdo com argila e demais

constituintes do solo, como também pela atividade bioldgica de algas e outros
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microrganismos (TANGERINO E DI BERNARDO, 2005, ZUNIGA et al., 2006). As
SHs representam a parte mais dinamica e abundante da MON, apresentando na sua
estrutura partes alifdticas e aromaticas que variam em fun¢do de diversas varidveis

como origem, clima, etc. (ZUNIGA et al., 2006).

4.1.1 Composicio das substincias hiumicas

A crescente demanda de consumo de dgua proveniente do abastecimento
tem aumentado a procura por novas fontes de captagdo de agua, préximos aos centros
consumidores, em lagos ou represas de areas degradadas que apresentam substancias
htimicas dissolvidas (SANTOS E MATSUMOTO, 2002).

A MON ¢ amplamente distribuida nos solos, dguas naturais e sedimentos.
Mudangas hidrolégicas e da composi¢do do solo influenciam na quantidade de matéria
orgdnica em ambientes aquaticos € na sua natureza quimica, podendo provocar
diferentes efeitos biogeoquimicos no ecossistema (AZEVEDO et al., 2006; AZEVEDO
E NOZAKI, 2008). Assim, as caracteristicas quimicas da MON sdo influenciadas pela
fonte do material (aloctones ou autdctones) e pelos processos biogeoquimicos
envolvidos no ciclo do carbono nos sistemas terrestres e aquaticos (AZEVEDO et al.,
2006).

Os 4cidos fulvicos, 4cidos humicos e humina sdo as trés fracdes principais
do carbono orgéanico total do solo, sendo a humina representada por cerca de 30 a 80%.
Estas fra¢des interagem com o material mineral, interferindo, assim, na dindmica de
nutrientes no sistema solo-planta, e exercendo um papel primordial na manuten¢do da
fertilidade do solo (LOSS et al., 2006).

A humina ¢ a fase sélida do solo enquanto que os acidos sdo obtidos numa
mistura liquida. Os acidos fulvicos e humicos possuem grande quantidade de grupos
funcionais, o que facilita a intera¢do deles com o meio no qual estdo inseridos (POLLI
et al., 2008).

Assim, a caracteriza¢do de importantes propriedades fisicas e quimicas das
SHs dissolvidas tais como solubilidade, comportamento de adsor¢do, acidez, capacidade
complexante com ions metélicos, distribuicdo de grupos funcionais/estruturas reativas
etc. pode ser feita em fungdo da distribuicdo dos diferentes tamanhos moleculares

(ROCHA et al., 2000).
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As SHs sdo macro-moléculas complexas, constituidas de diferentes
estruturas aromaticas e alifaticas, ricas em grupos funcionais, contendo oxigénio. Estas
estruturas estdo ligadas a peptideos e a outros compostos contendo nitrogénio e
carboidratos em pequenas quantidades (AZEVEDO E NOZAKI, 2008).

Devido a natureza heterogénea e complexa das SHs, pouco se sabe sobre
sua estrutura quimica e apresentam-se como misturas heterogéneas de moléculas
polidispersas, constituidas de uma grande porcdo do carbono orgénico total presentes
nos ambientes aquaticos e terrestres, definidas como macromoléculas com elevada
massa molar e estruturas complexas e variadas (SARGENTINI JUNIOR et al., 2001;
MOREIRA et al., 2008).

As SHs s@o associagdes supramoleculares de moléculas heterogéneas
relativamente pequenas. Este agregado ndo estd associado por ligagdes covalentes, mas
por interagdes mais fracas como as de Van der Waals e pontes de hidrogénio
(AZEVEDO E NOZAKI, 2008).

Para compreender o comportamento das SHs no ambiente, estas tém sido
estudadas sob diferentes aspectos: caracterizagdo de estruturas parciais, determinacio de
constantes de equilibrio de espécies metal-SH, acidez, labilidade relativa de metais, etc.
(SARGENTINI JUNIOR et al., 2001).

As SHs sd3o moléculas grandes com diversos grupos funcionais, como
carbonilas, carboxilas e outros, ¢ se dividem em acidos fulvicos (soluvel), acidos
himicos (solavel, se pH>2) e humina (insoluvel), sendo resultantes de reagdes
quimicas, fotoquimicas e microbioldgicas que ocorrem durante a degradagdo da matéria
vegetal e animal. As SHs tém sido usadas para representar os componentes organicos
naturais presentes na dgua, em virtude de sua origem natural e de sua alta concentracdo
na agua. Elas apresentam caracteristicas muito variaveis, mas em geral sdo compostas
principalmente de carbono organico humico, 4cidos himicos (figura 1 — A) acidos
falvicos (figura 1 — B) em porcentagens variaveis, dependendo do local de origem

(TANGERINO E DI BERNARDO, 2005; MEDEIROS E BROCCHI, 2007).
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Figura 1 (A): Estado da arte do conceito estrutural de um 4cido humico (A) (BRUM,
2005).
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Figura 1 (B): Estrutura proposta de um acido falvico (B) (STEFFEN, 2003).

As SHs interagem facilmente com espécies metélicas e algumas espécies de
compostos organicos. Entretanto, essas interagdes sdo fortemente dependentes de suas
caracteristicas estruturais e dos tamanhos moleculares. Por isto, para trabalhar com SHs,
procedimentos adequados para extragdo e fracionamento sdo de fundamental

importancia para o seu entendimento (MOREIRA et al., 2008).
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4.1.2 Fracionamento das substancias himicas

A MON do solo constitui o maior reservatdrio de carbono da superficie
terrestre. Este reservatorio ¢ dindmico, podendo variar em decorréncia de praticas de
manejo. O fracionamento quimico da MON do solo ¢ normalmente utilizado para
quantificar as fracdes hiimicas do solo, sendo este um procedimento bastante conhecido
(LOSS et al., 20006).

As fracdes das SHs como os 4cidos fulvicos (AFs) sdo originados,
principalmente, pela associacdo de pequenas moléculas hidrofilicas que apresentam
grupos funcionais acidos, os quais mantém seus constituintes soluveis em qualquer
faixa de pH. J& os dcidos humicos (AHs) sdo originados, principalmente, pela
associacdo de compostos hidrofobicos, que sdo estaveis em pH neutro devido as forcas
dispersivas hidrofébicas. Com a diminui¢do do pH, ocorre aumento progressivo da
estrutura molecular dos AHs, através das intera¢des por pontes de hidrogénio, até
ocorrer sua floculagdo em baixos valores de pH (AZEVEDO E NOZAKI, 2008).

O fracionamento quimico da matéria organica com base na sua solubilidade
em meio acido e alcalino permite separar e quantificar estas fragdes, as quais
posteriormente podem ser caracterizadas quanto a composi¢do quimica (ANTUNES et
al., 2007).

Quando as SHs sdo fracionadas, de acordo com sua massa molecular,
diferengas na absorbancia sdo observadas; em particular, fracdes de menor massa molar
apresentam maior intensidade de fluorescéncia e menor absorbancia que as fracdes de
maior massa molar, sendo uma possivel explicagdo para este fendmeno o fechamento da
posicdo das subunidades hidrofébicas, dentro do esqueleto estrutural da macromolécula,

mascarados pelos grupos hidrofilicos (AZEVEDO et al., 2006).

4.1.3 Medidas indicadoras de substancias himicas na agua

A concentra¢do de carbono orgéanico dissolvido na agua, a capacidade de
absorbancia UV 254 nm e a potencialidade de formagao de trihalometanos s3o medidas
indiretas indicadoras da presenca de substincias himicas na agua (WIECHETECK et
al., 2004). A caracterizagdo analitica das substancias humicas baseia-se na distribui¢do
do peso molecular aparente e na composicdo dos grupos carboxilicos e fenolicos

(WIECHETECK et al., 2004).
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As técnicas espectroscdpicas de absorbancia (UV-Vis) tém sido aplicadas,
nas ultimas décadas, para caracterizar, diferenciar e classificar a matéria organica
natural (AZEVEDO E NOZAKI, 2008). Apesar de que os espectros de absor¢do das
substancias hiimicas na regido do ultravioleta e visivel serem poucos caracteristicos
(PAULA, 1992).

Por sua estrutura complexa e variavel, as SHs apresentam importante papel
ambiental na biodisponibilidade de metais, no transporte, acimulo e concentragdo de
espécies metdlicas; na interagdo com compostos organicos antropogénicos; na cadeia
alimentar planctonica, através da alteracdo da turbidez e da interacdo com nutrientes,
modificando a producdo primaria; como fonte de carbono para a cadeia alimentar e,
também, na alteracdo da zona fética (AZEVEDO E NOZAKI, 2008).

Normalmente, as SHs em lagos sdo de origem terrestre, mas podem ser
provenientes de plantas aquaticas da regido litordnea (macréfitas aquaticas) ou do
fitoplancton. A principal diferenca ¢ a presenca de lignina modificada existente nas SHs
derivadas do solo, apresentando grande quantidade de anéis aromadticos e grupos
contendo oxigénio. J4 as SHs derivadas das algas apresentam maior quantidade de
carbono alifatico. Estas diferengas estruturais s@o as principais responsaveis pelas
diferengas nas andlises espectroscopicas na regido do ultravioleta e visivel e na emissio
de fluorescéncia (AZEVEDO E NOZAKI, 2008).

As substancias humicas sio constituidas por acidos humicos e fulvicos que
provéem da degradagdo quimica e bioldgica das plantas e residuos animais, e da
atividade de sintese microbiana, e representam uma fracdo importante da matéria
organica natural (MON) dissolvida presente em ambientes aquaticos. A MON ¢é
constituida por 40% de acidos fulvicos, 10% de acidos humicos e 50% de produtos
indefinidos dos quais 40% sdo acidos hidrofilicos. A importancia relativa da fragdo
humica estd na estimativa da absorbancia especifica a UV 254 nm (SUVA), definida
como a razdo entre a absorbancia ao UV 254 nm, em m™' (que quantifica as substincias
himicas), por unidade de carbono organico dissolvido (COD), em mg C/L (que

quantifica a matéria organica dissolvida) (TEIXEIRA et al., 2001).
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4.1.4 Extracio e purificacdo das substincias hiimicas

A primeira etapa necessaria para o estudo das substancias humicas ¢é a sua
extra¢do. Vdrios fatores influenciam no procedimento de extracdo e muitas questdes
ainda estdo por ser respondidas (ROSA et al., 2000).

Das condi¢des experimentais utilizadas no procedimento de extragcdo
dependerdo as futuras interpretacdes. Assim, ¢ importante o desenvolvimento de
métodos analiticos que permitam extrair SHs de solos, com minimas alteragdes nas
estruturas originais, em tempo relativamente curto, elevado rendimento e baixo teor de
contaminantes (ROSA et al., 2000).

Para a purificagdo das SHs usa-se a cromatografia de trocas idnicas. As
razdes que fazem da cromatografia de troca idnica uma técnica de separacdo eficiente
sdo sua ampla aplicabilidade, seu alto poder de resolucdo, sua alta capacidade e a
simplicidade e facilidade de controlar o método (LIMA, 2001).

Santos et al. (2008) utilizou para extracdo e purificagdo das SHs a resina
Amberlite XAD-7 (Merck), de estrutura macromolecular nio-idnica, sendo uma das
técnicas mais empregada. E usualmente usada em condi¢des isocraticas, onde as
concentragdes da solu¢do permanecem constante.

Na literatura existem diversos procedimentos descritos sobre extracdo de
SHs de solos. Entretanto, ainda n3o existe uma metodologia oficialmente adotada
(ROSA et al., 2000; BOTERO et al., 2009). A Sociedade Internacional de Substancias
Humicas (IHSS) tem recomendado para extracdo de SH de solos um procedimento
padrdo baseado em 4 horas de extragdo com solugdo de NaOH 0,1 mol/L a temperatura
ambiente na razdo solo/extrator 1:10 (m/v), sob atmosfera de nitrogénio (ROSA et al.,
2000; BOTERO et al., 2009).

A maioria dos métodos de extracdo de SHs do solo se baseia em diferengas
na solubilidade das mesmas em soluc¢des 4cidas ou alcalinas e posterior obtengao de trés
principais componentes: acido humico (FAH), que € soluvel em extrato alcalino, mas
precipita-se sob acidificdo; acido fulvico (FAF), que é a fragdo que permanece em
solugdo quando o extrato alcalino ¢ acidificado, e humina (HUM) que ¢ a fracdo que
ndo pode ser extraida de solos e sedimentos por diluicdo acida ou basica, ou seja, é o
residuo que sobra da separacdo das outras duas fragdes (LOSS et al., 2006).

Para melhor compreender o comportamento das SHs, estas tém sido

estudadas sob diferentes aspectos: caracterizagdo de estruturas parciais, determinacio de
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constantes de equilibrio de espécies metal-SHs, labilidade relativa de metais etc. (ROSA
et al., 2000).

Diferentes técnicas tém sido aplicadas para caracterizar, diferenciar e
classificar a matéria organica natural, entre elas as SHs (AZEVEDO et al., 2006).
Conseqlientemente, amostras extraidas por métodos diferentes geralmente ndo sdo
comparaveis (SARGENTINI JUNIOR et al., 2001). Como também por diferentes
extratores. Alguns autores tém utilizado extratores brandos como pirofosfato de sodio,
agentes complexantes, acido férmico, misturas acidas e solventes organicos (ROSA et

al., 2000).

4.1.5 Remocio de substiancias hiimicas

A importancia do estudo da remog¢do de MON, designadamente das
substancias humicas, deve-se a sua presenca na dgua poder afetar a qualidade desta de
varias formas: cor indesejavel, complexagdo com metais e produgcdo de concentragdes
de metais que excedem a solubilidade normal, e reagdo com o cloro para produgdo de
trihalometanos (THM), com implicagdes na saide publica. As SHS sdo ainda agentes
colmatantes das membranas de Ultra Filtragdo (TEIXEIRA et al., 2001).

Novas tecnologias e processos de tratamento para a remogao de MON vém
sendo estudados, objetivando a redugdo ou eliminagcdo de substancias humicas e
proporcionando maior biodegradabilidade das fracdes organicas (WIECHETECK et al.,
2004).

A coagulacgio ¢ o principal mecanismo de remog¢do de substincias humicas
por neutralizacdo de cargas e depende da dosagem de coagulante e do pH de coagulacdo
(WIECHETECK et al., 2004).

A medida de remogio de substincias hiimicas ¢ dificil de ser efetuada. E
normalmente feita através de pardmetros substitutivos como cor verdadeira, absorbancia
254 nm, COD, etc. (TANGERINO E DI BERNARDO, 2005). As Substancias humicas
aquaticas (SHA) compreendem cerca de um terco até a metade do carbono organico
dissolvido (COD) na 4gua e s@o constituidas em sua maior parte por acidos hidrofébicos

(SARGENTINI JUNIOR et al., 2001).
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4.1.6 Interacio das substancias hiumicas com metais

O interesse tecnoldgico pelas SHs se justifica em fun¢do das propriedades
destas substancias tanto como agentes fertilizantes como por adsorverem substancias
tdxicas, como pesticidas e metais pesados, pois devido as suas caracteristicas estruturais
as SHs podem interagir com metais € compostos organicos presentes no ambiente. Por
i1sso, estes compostos vém sendo alvo de diversos estudos também no ambito da
Engenharia Ambiental (ROSA et al., 2000; MEDEIROS E BROCCHI, 2007).

Quando compostos organicos ndo sdo removidos no tratamento de agua,
eles reagem com o cloro, usualmente adicionado na etapa de desinfec¢do, gerando os
compostos organoclorados que sdo extremamente prejudiciais a saude (WIECHETECK
et al., 2004). Podendo produzir trihalometanos (THMs), acidos haloacéticos (HAAs) e
uma variedade de outros subprodutos de desinfec¢cdo (SPD). Subprodutos estes que tem
mostrado causar cancer de bexiga e do trato digestivo em animais de laboratorio
(CAMPOS et al., 2006).

SHAs com estruturas poliméricas € massa molar varidvel que contem a
presenca de radicais cetonas podem produzir halofémios também conhecidos como
trihalometanos que s3o substincias cancerigenas, e sdo produzidos quando had a
interagdo com compostos halogenados oriundos da pré-cloragdo da dgua (SANTOS et
al., 2008).

A importancia da remocdo das SHs se deve ao fato de elas conferirem
caracteristicas indesejaveis a dagua distribuida, destacando-se, a possibilidade de
formagdo de subprodutos da pré-oxidacdo e desinfeccdo, complexar-se com metais
pesados e micropoluentes organicos e causar cor (JULIO et al., 2006).

Outros problemas ainda podem ser associados a presenca de compostos
organicos em aguas destinadas ao uso doméstico ou industrial. Estes compostos
complexam-se facilmente com 6xidos e interagem com argilo-minerais, acidos graxos e
pesticidas, promovendo sua solubilizag@o. Por estarem envolvidos com o metabolismo e
respiragdo celular, alteram significativamente o ambiente. Certos compostos organicos,
quando presentes em aguas de abastecimento, podem causar sabor e odor, e
proporcionar condi¢des para o desenvolvimento de microrganismos, prejudicando a
qualidade bacteriologica da dgua distribuida. Sua presen¢a também tem sido relacionada
com problemas de corrosdo em sistemas de distribui¢cdo e interferem nos processos de

desmineralizag@o, proporcionando saturagdo acelerada das resinas trocadoras de ions ou
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colmatacdo das membranas. As SHs sdo também fortemente adsorvidas em carvao
ativado reduzindo seu tempo de vida e tornando-o sem utilidade para a remocdo de
poluentes (JULIO et al., 2006).

As SHs podem reagir com o ozdénio e formar espécies radicalares em
solucdo aquosa, como radicais hidroxilas (OH), aldeidos, cetoacidos e 4acidos
carboxilicos que contribuem para biodegradabilidade do carbono orgéanico contido na
agua. Se a formagdo desses produtos de oxidagdo ndo for apropriadamente controlada
pode levar a formagdo de biofilmes e o reaparecimento de microrganismos no sistema
de distribui¢cdo de dgua (CAMPOS et al., 2006).

As SHs s3o formadas a partir da biodegradagdo de materiais organicos
(animal e vegetal) no solo (POLLI et al., 2008). As SHs sdo formadas por compostos
mais estdveis, de maior complexidade quimica e elevados pesos moleculares
denominados fragdo acidos humicos (AH) e fragdo acidos fulvicos (AF) (ANTUNES et
al., 2007). Podem ser divididas quanto ao seu grau de solubilidade frente a diferentes
valores de pH em: dcidos humicos, acidos fulvicos e humina (POLLI et al., 2008).

SHs estdo presentes na agua, solos e sedimentos e sdo de fundamental
importancia para o crescimento de plantas e para o controle bioquimico do carbono
organico no ecossistema global (CAMPOS et al., 2007)

Dentre as varias pesquisas existentes duas teorias a respeito da estrutura das
SHs se destacam; uma acredita que as SHs sdo formadas por macromoléculas enquanto
a outra supde que seriam formadas por pequenas e heterogéneas moléculas de varias
origens que se auto-organizam em uma supramolecular conformagdo (CAMPOS et al.,
2007).

As substancias humicas sdo caracterizadas pela sua solubilidade em agua a
um determinado pH. Os 4acidos humicos e os &cidos fulvicos sdo polieletrdlitos
anidnicos com grau de ionizagdo dependente do pH. Os autores relatam que
pesquisadores realizaram uma titulagdo potenciométrica em solucdes de 4cidos humicos
e acidos fulvicos e observaram dois pontos de inflec¢do, caracteristicas dos grupos
fenolicos (pH 8,0 a 8,2) e dos grupos carboxilicos (pH 4,6 a 4,9) (WIECHETECK et al.,
2004).

As substancias humicas podem ser definidas operacionalmente de acordo
com sua solubilidade em agua. O 4cido humico (AH) € insolivel em condi¢des acidas
(pH < 2); o acido fulvico (AF) ¢ soluvel em toda a faixa de pH e a humina ¢ insoluvel

em qualquer valor de pH. As SHs sdo de ocorréncia natural (biogénicas), heterogéneas,
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apresentam coloragdo escura, sdo refratarias e com elevada massa molecular
(AZEVEDO E NOZAKI, 2008).

Substancias humicas sdo formadas pela transformagdo de biomoléculas,
durante o processo de decomposicdo de residuos vegetais e animais presentes no
ambiente e devido a natureza heterogénea e complexa das SHs pouco se sabe sobre sua
estrutura quimica e apresentam-se como moléculas polidifusas com elevada massa
molar. Possuem alto teor de grupos funcionais contendo oxigé€nio na forma de
carboxilas, hidroxilas fenolicas e carbonilas. Operacionalmente as SHs sdo fracionadas
em funcdo de sua solubilidade a diferentes valores de pH em: 4cidos htimicos, acidos
falvicos (AF) e humina (ROSA et al., 2000).

Quando as macromoléculas himicas interagem com ions metalicos formam
diferentes espécies, devido a rearranjos inter e/ou intramoleculares, o complexo metal-
SHA tende a se estabilizar em fun¢do do tempo e, conseqiientemente, a labilidade
relativa dos ions metalicos diminui. Assim, em dguas com elevada concentragdo de
matéria organica como as do Rio Negro, as substincias hiimicas aquaticas podem agir
como “um tampao”, diminuindo a disponibilidade de ions metélicos para participar de

outras reagdes no ambiente aquatico (SARGENTINI JUNIOR et al., 2001).

4.1.7 Relacio da cor nas aguas de abastecimento e as substancias himicas

A MON em 4aguas de abastecimento tem recebido a atencdo de diversos
pesquisadores desde a década de 70. A presenga elevada de MON em mananciais para
abastecimento publico apresenta aspectos negativos, dentre os quais se podem citar:
confere cor elevada a adgua bruta, dependendo dos compostos orgéanicos presentes, pode
causar odor e sabor, pode gerar subprodutos ao ser exposta a agentes oxidantes e
desinfetantes, como, cloro, dioxido de cloro, ozonio, cloraminas, radiagdo ultravioleta,
etc., que podem ser toxicos, cancerigenos, mutagénicos ou teratogénicos € que em
elevadas concentracdes e longos periodos de exposi¢do podem causar danos a saude
publica (TANGERINO E DI BERNARDO, 2005).

A presenga de compostos proveniente da decomposi¢do da matéria organica
natural (MON) em aguas superficiais agrupados em substancias ndo humicas e humicas,
¢ a principal causa da cor na adgua (WIECHETECK et al., 2004). As substancias
humicas (SH) sdo as causadoras da cor amarela ou marrom das aguas. Estas substancias

podem interagir fortemente com uma variedade de oxidantes e desinfetantes que sdo
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usados para a purificacdo da 4agua para consumo humano, particularmente o cloro
(CAMPOS et al., 20006).

A cor das aguas naturais ¢ provocada em grande parte pela presenca de
compostos organicos de origem vegetal, decompostos pela atividade de microrganismos
originando as SHs, como também pode ser devido a presenga de metais como, ferro e
manganés (CAMPOS et al., 2006; JULIO et al., 2006). De modo geral, pode-se dizer
que as SHs sdo uma mistura heterogénea de substancias de natureza quimica diversa,
constituidas de &cidos amorfos, predominantemente aromadticos, hidrofilicos, com
cadeias polieletroliticas. Para os valores de pH comumente encontrados em aguas
naturais, as SHs apresentam carga superficial negativa e a cor de uma amostra depende
do pH do meio, verificando-se uma diminui¢do da cor com aumento do pH (JULIO et
al., 2006).

Para o estudo de remocao de cor, as SHs sd3o amplamente empregadas para
preparar aguas de estudo. A justificativa em seu uso pode ser encontrada no fato de que
cerca de 50 a 70% de todo carbono dissolvido em 4guas naturais ndo poluidas, seja
devido a sua presen¢a. As SHs empregadas em estudos podem ser originadas de
diferentes matrizes (solo, turfa e aquatica) o que torna essencial a determinacdo de
algumas de suas principais caracteristicas para que os resultados possam ser
comparados com outros estudos (CAMPOS et al., 2000).

Quanto maior for a porcentagem de grupamentos contendo oxigénio, na
estrutura das SHs empregadas para dar cor a dgua, maior serd a dificuldade de sua
remog¢do quanto menor a massa molecular das moléculas de substancias humicas,
maiores foram as quantidades de dcidos fulvicos e quanto maior foi a porcentagem de
acidos fulvicos presente nas fragdes de SHs que causam cor a dgua, também maior foi a
dificuldade de sua remocgdo. Estes resultados sdo importantes para melhorar o
entendimento a respeito da remog¢ao de cor de dguas, o que hoje se torna muito relevante

(CAMPOS et al., 2006).
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4.2 FUNGOS

Os fungos vém se mostrando hdbeis em degradagdo de produtos tdxicos,
sobrevivendo e crescendo em meios com concentragdes elevadas de compostos
recalcitrantes. Isto ¢ possivel porque os fungos produzem enzimas extracelulares
oxidativas capazes de quebrar compostos policiclicos aromaticos de cadeia longa em
compostos assimilaveis ao seu metabolismo, atividade que pode ser intensificada com a
adicdo da glicose um substrato primdario, de facil assimilagdo, sendo os fungos
filamentosos os mais eficientes na producdo de enzimas extracelulares oxidativas
(FREITAS NETO et al., 2007).

Os fungos ainda apresentam uma série de caracteristicas que os tornam
interessantes para aplicacdo em sistemas de biorremediagdo. Eles sdo capazes de crescer
sob as condicdes de estresse ambiental que limitam o crescimento bacteriano. E ainda, o
modo de crescimento dos fungos — induzido quimiostaticamente em direcdo a fonte de
carbono organico, através do alongamento e ramificagdo das hifas — permite a
colonizagdo de grandes areas. Desta forma, o contato superficial com o contaminante ¢
otimizado, aumentando sua biodisponibilidade e, conseqiientemente, sua biodegradagio
(MOREIRA NETO, 2006).

O uso do tratamento bioldgico na agua utilizando fungos tém por base a
inoculagdo de microrganismos como fungos basidiomicetos que atuam sobre o
substrato. Estes processos apresentam seguranca do ponto de vista ambiental,
principalmente por ndo utilizarem substancias quimicas durante o processo (SOUZA E

ROSADO, 2009).

4.2.1 Fungos Basidiomicetos

Apesar de existirem formas fisicas e quimicas para o tratamento de agua, os
microrganismos tém sido intensamente estudados com a finalidade de remover
compostos toxicos do meio ambiente. Estudos indicam fungos basidiomicetos
degradadores de lignina como eficientes na degradacdo de diversos compostos e de
corantes, além do alto potencial de a¢do na recuperagdo de ambientes contaminados.
Estes fungos também conhecidos como fungos da podriddo branca, atualmente estio

sendo utilizados em tratamentos de biorremedia¢do, na degradacdo de poluentes
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ambientais recalcitrantes e em tratamentos de efluentes industriais (SOUZA E
ROSADO, 2009).

Existem aproximadamente cerca de 25.000 espécies de fungos
basidiomicetos. Estes sdo conhecidos popularmente por formarem corpos de
frutificagdo, como cogumelos e orelha-de-pau. Sua fase vegetativa ¢ chamada de
micélio, formado por varios filamentos septados chamados de hifas. Estes fungos
podem ser distinguidos por possuirem basidio, uma estrutura reprodutiva onde ocorre a
meiose (SOUZA E ROSADO, 2009).

Os fungos basidiomicetos sdo classificados de acordo com as diferencas de
padrdes de degradagdo da madeira que apresentam, levando-se em conta a caracteristica
macroscopica da degradagdo. Desta forma podem ser divididos em fungos de
degradacdo ou podridao branca, podridao parda e podriddo mole. Os fungos de podridao
branca degradam trés componentes principais da madeira: a celulose, a hemicelulose e a
lignina, proporcionando coloragdo clara na sua degradacdo (SOUZA E ROSADO,
2009).

Ha evidéncias de que nos basidiomicetos os mecanismos que atuam na
regulacdo do sistema ligninolitico sdo os mesmos que atuam na degradag¢do dos
xenobidticos e, portanto podem ser também estimulados pela variagdo das condi¢des de
cultivo dos fungos. A capacidade de degradacdo de diferentes classes de xenobioticos
por basidiomicetos ligninoliticos estd associada a natureza inespecifica do sistema
enzimatico ligninolitico e permite que até mesmo misturas complexas de poluentes
sejam degradadas (MOREIRA NETO, 2006).

A degradagdo da lignina, de compostos recalcitrantes ¢ de poluentes
organicos por fungos da podriddo branca como os basidiomicetos constitui um processo
oxidativo, extracelular e relativamente inespecifico, sendo os mais eficientes na
produgdo de enzimas extracelulares oxidativa (MOREIRA NETO, 2006; FREITAS
NETO et al., 2007). A degradagdo consiste em um processo multienzimatico resultante
da acdo coordenada de uma série de enzimas do grupo das oxidoredutases,
representadas principalmente por lacases (Lcc), manganés peroxidases (MnP), lignina
peroxidases (LiPs) e outras oxidases produtoras de peroxido de hidrogénio e de
compostos metabolitos intermediarios de baixa massa molecular e outras peroxidases
com ampla atuagdo, principalmente na atuacdo de degradacdo de compostos

recalcitrantes. Os fungos diferem na habilidade de degradagdo destas substancias,
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devido as caracteristicas individuais qualitativas e quantitativas de suas enzimas
(MOREIRA NETO, 2006; SOUZA E ROSADO, 2009).

Estes fungos secretam enzimas que convertem polimeros externos em
moléculas menores, que sdo assimiladas e utilizadas como nutrientes. A secre¢do de
proteinas ocorre durante o crescimento apical das hifas, sendo liberadas pela parede
celular recém-sintetizada (MOREIRA NETO, 2006; SOUZA E ROSADO, 2009).

Um fungo basidiomiceto ligninolitico seletivo intensamente estudado € o
Trametes versicolor, que degrada a lignina ndo seletivamente. A lignina, constituinte da
parede celular de todas as plantas vasculares, ¢ uma estrutura extremamente complexa.
Na madeira, a lignina pode ser encontrada nas paredes primarias e secundarias das
células, como também nos espagos intercelulares, sendo uma de suas fungdes a protegdo
a planta contra a degradagdo de suas paredes por microrganismos, fun¢do que se deve as
caracteristicas recalcitrantes, ou seja, de dificil biodegradagdo (SOUZA E ROSADO,
2009).

Estudos sobre a degradagdo da lignina por basidiomicetos ligninoliticos
fornecem informagdes para a aplicagdo destes fungos em inGmeras pesquisas

envolvendo a biodegradagado de diversos xenobidticos (SOUZA E ROSADO, 2009).

4.2.1.1 Sistemas enzimaticos encontrados em fungos basidiomicetos

Enzimas sdo proteinas com atividade catalitica, constituidas por uma parte
protéica, porém podem estar integradas a outras moléculas, como carboidratos e
lipideos. Existe uma grande variedade de enzimas, sendo a maioria encontrada em
pequenas quantidades. Algumas enzimas extracelulares sdo produzidas em grandes
quantidades por certos organismos e sdo capazes de digerir materiais nutritivos
insoliveis, como celulose, proteinas e amido. Sua utilizagdo ¢ feita em processos
biotecnoldgicos industriais, ajudando a reduzir a poluicdo do meio ambiente (SOUZA E
ROSADO, 2009). As enzimas estudadas neste trabalho encontram-se resumidas no

quadro 1, a seguir.
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Quadro 1: Enzimas fungicas estudadas

Enzimas Catalizador Atuacao
Lacase Oxigénio Destoxificagdo de contaminantes fendlicos;
Polimerizam lignosulfonatos de efluentes sulfito
Lignina Peréxido de Promove reacdes de desaminacao de acidos
peroxidase | hidrogénio aminoaromaticos; Degradacdo da lignina
Manganes | Peroxido de degradacdo de xenobidticos recalcitrantes;
peroxidase | hidrogénio peroxidacdo lipidica; Pro-oxidante

Estudos com estas enzimas ligninoliticas torna-se extremamente importante
caracterizar as atividades ligninoliticas presente em determinadas condigdes de
crescimento do fungo. Alguns parametros como: o pH 6timo de atividade e os limites
em que ele se encontra; a temperatura 6tima de atividade e estabilidade a temperatura,
assim como, as propriedades cinéticas (Km aparente) sdo fundamentais para se conhecer

as condi¢des otimas de atuagdo destas enzimas (MOREIRA NETO, 2006).

4.2.1.1.1 Enzima lignina peroxidase (LiPs)

A descoberta desta enzima se deu em 1983, quando foi descrita como uma
glicoproteina contendo ferro como grupo prostético, necessitando de peroxido de
hidrogénio (H,O,) para sua atividade. O H,O, primeiramente oxida a enzima € o
intermediario oxidado, retira um elétron, de ntcleos aromaticos formando radicais aril,
que se decompdem espontanecamente via reacdo de carater radicalar (SOUZA E
ROSADO, 2009).

Acredita-se que a LiPs pode ter sido formada durante a evolug¢do dos fungos
degradadores de lignina, promovendo reagdes de desaminag¢do de produtos de acidos
aminoaromaticos, posteriormente o mecanismo extracelular, com a presenca da LiPs,
possibilitou a degradagao da lignina (MOREIRA NETO, 2006).

Lignina peroxidase tem a capacidade de degradar diversos compostos
fendlicos e ndo fendlicos, metoxiladas, que as demais enzimas como lacase ¢ Manganés
peroxidase ndo sdo capazes de oxidar como também alcodis benzilicos e dimetila, e
provoca rearranjos intramoleculares. Avalia-se que o melhor pH para a remocdo de
fendis desta enzima seja 4, sendo controlado preferencialmente pelo HO, (SOUZA E

ROSADO, 2009).
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Este tipo de enzima tem sido relatado em um grande numero de fungos,

como Trametes versicolor.

4.2.1.1.2 Enzima manganés peroxidase (MnPs)

A produg¢do de manganés peroxidase ¢ aparentemente limitada a certos
fungos basidiomicetos. Ainda ndo se evidenciou qualquer bactéria e levedura capaz de
produzir esse tipo de enzima (MOREIRA NETO, 2006; SOUZA E ROSADO, 2009).

O peso molecular de MnPs varia de 38 a 62,5 kDa, mas a maioria das
enzimas purificadas tem peso molecular préoximo a 45 kDa (MOREIRA NETO, 2006).

Esta enzima ¢ uma glicoproteina que atua com isoenzimas, oxidando
diretamente Mn (II) a Mn (III), que atua como espécie ativa nos processos de oxidagao
catalitica; este ¢ quelado por 4cido organicos como o oxalato, formando um complexo
estavel de alto potencial de oxidorredugdo, porém a MnPs oxida somente estruturas
fenolicas. A MnPs assemelha-se a LiPs pela presenca do grupo heme, também
dependente de peroxido de hidrogénio (H,O;) para sua atividade. Sua produgido se da
juntamente com a LiPs durante o metabolismo secundario, porém a regulagdo ¢
realizada pela concentracdo de carbono e nitrogénio do meio (SOUZA E ROSADO,
2009). Lembrando que o metabolismo primdrio é o periodo em que ocorre a degradagio
de fontes de carbono primarias, como os agucares existentes no substrato degradado
pelo fungo, j4 o metabolismo secundéario ocorre apds a diminuicdo de fontes de
nutrientes primarias, sendo utilizadas o carbono dos polissacarideos e da lignina como
fonte de alimento (SOUZA E ROSADO, 2009).

A atuagdo de MnPs durante a peroxidagdo lipidica estd envolvida na
degradag@o de compostos xenobioticos recalcitrantes. Assim, a avaliagdo da capacidade
de culturas fingicas para promover a peroxidacdo lipidica é de grande importancia. O
estimulo da peroxidag@o de 4cidos graxos insaturados com concomitante producdo de
radicais lipidicos € reconhecido como atividade pro-oxidante (MOREIRA NETO,
2009).

A importancia da MnPs na degradacdo da madeira se deve ao seu sistema
enzimatico, que gera espécies oxidantes pequenas e de facil penetragdo. Por essas
qualidades, estas iniciam a penetragdo na madeira, porém a caracteristica de oxidagdo
apenas de estruturas fendlicas limita sua capacidade de degradar integralmente lignina

de alta massa molecular (SOUZA E ROSADO, 2009).
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As enzimas peroxidases (LiPs e MnPs) sdo mais conhecidas pela capacidade
de remocdo de grupamentos fenodlicos e aminas aromaticas de solugdes aquosas e
também de descoloracdo de efluentes da industria téxtil, tendo como pressuposto que
muitos corantes empregados em industrias téxteis possuem grupamentos fendlicos em

sua estrutura quimica (SOUZA E ROSADO, 2009).

4.2.1.1.3 Enzima lacase

As lacases sdo glicoproteinas que contém cobre no seu sitio ativo,
constituindo um grupo de enzimas encontradas principalmente em fungos e plantas
superiores (SOUZA E ROSADO, 2009). As reacdes de acoplamento oxidativo das
lacases resultam na destoxificagdo de contaminantes fenolicos. Em meio liquido aerado,
as lacases conseguem polimerizar lignosulfonatos de efluentes sulfito (MUNARI et al.,
2003).

A produgdo de lacase ¢ afetada por muitos fatores durante o
desenvolvimento fungico, como a composi¢do do meio de cultura onde atua a relagdo

do carbono e nitrogénio, pH, temperatura e taxa de aecragdio (MOREIRA NETO, 2009).

Elas podem ser consideradas uma oxidase que catalisa reacdes de oxidagdo,
na auséncia de H,O,, utilizando O, como oxidante, sendo reduzido a H,O em um
processo de oxidagdo, envolvendo quatro elétrons. As lacases s@o enzimas que nio
apresentam especificidade restrita quanto a estrutura do substrato, podendo catalisar a
oxidac¢do de véarias estruturas aromatica, como as fenolicas (mono, di e polifenois).
Alguns estudos recentes também mostram que a lacase também pode degradar
compostos ndo fenolicos na presenca de mediadores especificos (SOUZA E ROSADO,
2009).

Lacases e peroxidases oxidam uma ampla série de fenois substituidos
transformando radicais fendlicos em radicais aril-oxi, que se polimerizam
espontaneamente e formam complexos insoluveis; estes podem ser removidos por
precipitagdo, filtragdo ou centrifugacdo (MUNARI et al., 2003).

A aplicagdo de lacases em sistemas de tratamento de efluentes pode ser de
interesse, visto que apenas o oxigénio molecular ¢ necessario como aceptor de elétrons
para a reacdo enzimatica (MUNARI et al., 2003). A lacase é uma polifenoloxidase

produzida por diversos fungos, plantas e bactérias (BARBOSA E SANTIAGO, 2005).
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O pH otimo para a atividade das lacases depende do tipo de substrato
utilizado. No caso dos fenois, consideram-se pH 6timo quando contido no intervalo
entre 3 e 7 para lacases fungicas e 9 para lacases de plantas. A maioria das lacases
isoladas atuam em zonas 4cidas, com os valores 6timos variando entre 5 e 6 (SOUZA E
ROSADO, 2009).

As Lces fungicas estdo recebendo grande atengcdo em varias aplicacdes
industriais, devido a capacidade de catalisar a oxidacdo de fendis e outros compostos
aromaticos, como a deslignificagdo, produgdo de etanol, modificagdo de fibras da
madeira, clareamento de corantes e remediacdo de solos e 4guas contaminados
(MOREIRA NETO, 2006). Estas também tém sido utilizadas em processos de
branqueamento e despolpagdo para remog¢do de componentes fenolicos de efluentes,
sucos de fruta, uva e vinho, devido ao seu potencial ligninolitico, sendo capazes de
oxidar corantes azo fendlicos. A a¢do da lacase pode desintoxicar corantes azdicos,
devido a sua reag@o que libera as ligagdes azo sob forma de nitrogénio molecular, ndo
permitindo a formag¢@o de aminas aromaticas potencialmente carcinogénicas (SOUZA E
ROSADO, 2009).

Experimentos de descoloracdo de efluentes alcalinos com lacase de fungos
realizados por MUNARI et al., (2003) demonstraram que a atividade de lacase precede
a descoloragdo de efluentes da industria de papel por um pequeno periodo de tempo,
resultado este que sustenta a hipotese do envolvimento da enzima com a perda de cor do
efluente.

O Trametes versicolor tém sido intensamente estudados para processos de
degradacdo de corantes. Caracterizam-se por serem bons produtores de lacases. A
capacidade de catalisar reagdes de desmetilacio ¢ uma caracteristica bastante
promissora, uma vez que € o passo inicial para a biodegradagdo de cadeias polimétricas,
com subseqiiente decomposi¢cdo de macromoléculas de lignina pelo rompimento dos

anéis aromaticos em estruturas fenolicas (SOUZA E ROSADO, 2009).

4.2.1.2 Utilizagdo de fungos de decomposi¢do branca

Desde a década de 90, a possibilidade de utilizar fungos da degradagio
branca para estratégias de biorremediagdo tem motivado muitas pesquisas de nivel
académico, industrial e governamental. O interesse neste assunto provém da habilidade

apresentada pelos fungos deste grupo em metabolizar uma grande diversidade de
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poluentes muito persistentes ou toxicos para o meio ambiente. Fungos de degradacdo
branca sdo capazes de metabolizar uma variedade de poluentes xenobioticos, como
bifendis policlorados, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, corantes industriais e
pesticidas (MUNARI et al., 2003).

O inicio dos estudos sobre estes fungos em processos de biorremediacio se
deve a presenga de seus complexos enzimaticos, capazes de degradar uma grande
variedade de compostos (SOUZA E ROSADO, 2009). A vantagem na utilizacdo de
fungos da degradacdo branca no processo de tratamento de efluentes ¢ de baixo custo,
comparado com a utilizacdo da enzima fenoloxidases purificadas (MUNARI et al.,
2003).

Fungos da decomposi¢do branca sdo bastante conhecidos pelas habilidades
de produzir enzimas extracelulares oxidativas que iniciam o processo de
despolimerizagdo ligninolitica. Esta capacidade permite a sua aplicacdo em uma série de
processos biotecnoldgicos, baseados na degradagdo das estruturas de diversos
compostos aromaticos (SOUZA E ROSADO, 2009).

O uso de fungos capazes de degradar compostos organicos parece ser um
método bastante promissor para o tratamento de agua quanto de residuos, em particular,
os fungos de decomposi¢do branca que possuem um sistema enzimatico capaz de tolerar
altas concentracdes de poluentes téxicos (BARBOSA E SANTIAGO, 2005). Desta
forma, os fungos consideram-se mais eficientes sob condi¢cdes adversas: solos com
valores extremos de pH, limitagdo de nutrientes e com baixo teor de umidade
(MACEDO et al., 2002).

Estudos realizados com fungos basidiomicetes da podriddo branca, visando
a descoloracdo e degradacdo de efluentes téxteis, obtiveram resultados positivos.
Observou-se a habilidade de degradacdo de poluentes recalcitrantes organicos como
hidrocarbonetos, poliaromaticos, clorofendis e bifenilas policlorados (SOUZA E
ROSADO, 2009).

O sistema ligninolitico de alguns fungos s3o compostos de enzimas
oxidativas ndo-especificas, as lacases e peroxidases, que apresentam potencial para
aplicagdo na descoloragdo e desintoxificagio de organopoluentes recalcitrantes
(MUNARI et al., 2003).

A capacidade dos microrganismos de degradar compostos organicos ¢
cientificamente reconhecida, e a utilizagdo de fungos ligninoliticos em bioprocessos

envolvendo descontaminagdo ambiental, principalmente basidiomicetes degradadores
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da podridédo branca, vem crescendo grandemente nos ultimos tempos, no que se refere a
utilizagdo de sistemas enzimaticos, devido as suas vantagens. Entre essas vantagens
pode-se destacar a diminuicdo de compostos toxicos durante o processo de
descontamina¢do, uma vez que se trata de um processo natural, ndo necessitando de
substancias quimicas e que podem ser utilizados em processos de tratamento bioldgico
de efluentes liquidos e de residuos sélidos (MACEDO et al.,, 2002; SOUZA E
ROSADO, 2009).

Virios estudos tém sido realizados com fungos com capacidade de degradar
corantes téxteis. As principais vantagens da utiliza¢do de sistemas enzimaticos em vez
de tratamentos convencionais em efluentes téxteis sdo a sua aplicagdo em materiais
recalcitrantes, atuacdo em altas e baixas concentragdes de compostos toxicos
contaminantes, atuagdo em amplo espectro de pH, temperatura e salinidade, facil
processo de controle, entre outros. A crescente utilizacdo de enzimas em tratamento de
poluentes especificos tem possibilitado a produ¢@o de enzimas mais baratas e facilmente
disponiveis (SOUZA E ROSADO, 2009). Os fungos suportam grandes varia¢des de pH,
luz, umidade e oxigénio, além da grande capacidade de producdo de enzimas
extracelulares que atuam rompendo ligagdes quimicas de moléculas grandes,
transformando-as em moléculas menores faceis de serem absorvidas e metabolizadas
(SILVA et al., 2008).

Outro mecanismo que melhora a eficiéncia de remog¢do de compostos
toxicos por fungos ¢ a aplicagdo deste com células imobilizadas. Pesquisas
desenvolvidas com fungos e a utilizacdo de reatores com biofilme aderido t€ém mostrado
que esta configuragdo oferece grande eficiéncia e estabilidade, principalmente quando
da necessidade de alta taxa de degradag¢do (FREITAS NETO et al., 2007).

A vantagem de se trabalhar com tratamentos bioldgicos na remog¢do de
produtos na agua é relevante ja que na remoc¢do de efluentes o conteido pode ser
altamente varidvel quanto as caracteristicas quimicas e fisicas, o que torna o processo de
tratamento bioldgico bastante restrito. Fungos como o Trametes versicolor, Pycnoporus
sanguineus mostraram-se eficientes em processos de biodegradagdo e descoloragdo de
efluentes téxteis, porém estudos complementares devem ser realizados para melhor
entendimento da reagdo das enzimas ligninoliticas em compostos presentes em efluentes
téxteis, bem como estudos de outros fungos degradadores da podriddo branca, a fim de
encontrar o organismo com maior adaptacdo e, conseqiientemente, maior producio de

enzimas ligninoliticas capazes de degradar estes tipos de residuo. Isto se deve a
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fragilidade de producdo de enzimas ligninoliticas, que necessitam de controle e
manuten¢do das propriedades do meio de cultivo para o seu crescimento (SOUZA E
ROSADO, 2009). Os fungos filamentosos sdo os mais eficientes na produ¢do dessas
enzimas. Podendo remover eficientemente a DQO (demanda quimicas de oxigénio) de
diversos efluentes (SILVA et al., 2008). Sendo na maioria das vezes, 0s responsaveis
pelo desaparecimento dos contaminantes (MACEDO et al., 2002).

Gracas a essas habilidades tém sido desenvolvidos processos
biotecnoldgicos destinados a diversas finalidades, dentre os quais se destacam a
degradacdo de poluentes, a lixiviacdo de minerais, a desobstru¢cdo de pogos de petrdleo
e a recuperacdo de locais contaminados - solo, aguas superficiais e subterranea
(MACEDO et al., 2002).

Experimentos mostram que em incubagdes prolongadas com os fungos
Pycnoporus sanguineos ¢ o Trametes versicolor em geral, foi alcangado 70-80% de
descolorag¢do, indice cerca de 25% maior do que o alcangado com o melhor tratamento
enzimatico (48% de remogdo em 72 h por lacase imobilizada) (MUNARI et al., 2003).

Os fungos, de um modo geral, promovem degradacdo de compostos
aromaticos, através dos sistemas enzimaticos citocromo, monoxigenase e lignolitico.
Algumas espécies fungicas tém sido bastante empregada em xenobidticos para
deslignificar e descolorir devido sua habilidade em produzir enzimas oxidativas
extracelulares, que despolimerizam lignina (SAMPAIO et al., 2004; SANTOS et al.,
2006).

Entre os microrganismos que podem ser utilizados para o tratamento
bioldgico de aguas residudrias de refinarias de petroleo, os fungos vém se mostrando
habeis em degradar efluentes toxicos, sobrevivendo e crescendo em meios com

concentragdes elevadas de compostos recalcitrantes (FREITAS NETO et al., 2007).
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5 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no laboratério de Enzimologia e Biocatalise

Ambiental na Faculdade de Farmacia — UFG

5.1 CARACTERISTICAS DO LOCAL DA COLETA DAS AMOSTRAS

A amostra de solo contendo as substancias humicas, foi coletada em um
unico ponto da cidade de Goiania, no Sindicado dos funcionarios da UFG localizado no
campus samambaia/Sint-UFG a altura 689 m acima do nivel do mar, com as
coordenadas 16° 36' 33,7" latitude sul, 49° 16' 54,3 latitude oeste.

A area de coleta é uma regido formada de brejo ou pantano.
Internacionalmente, sdo conhecidos como “wetlands” (terras umidas ou terras
alagadicas). O terreno possui pouca inclinagdo, o que retarda o escoamento das aguas.
Encontrando-se na planicie adjacente ao rio Meia Ponte, em uma regido de depressao,

recebendo as 4aguas fluviais nos periodos de cheia.

5.2 METODO DE COLETA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Foram perfuradas trés aberturas na area com 0,5 m? cada, onde foram
coletados solos de uma profundidade a partir de 20 cm (figura 2), foi coletada uma
aliquota de 1 kg de solo da 4rea de cada abertura. Sendo trés amostras de aberturas
diferentes.

As amostras foram armazenadas em sacos de polietileno até a chegada ao
Laboratorio de Enzimologia e Biocatadlise Ambiental na Faculdade de Farmécia da
UFG. O solo foi secado ao ar até que ndo houvesse nenhum indicio de 4gua no mesmo,
foi desagregado com almofariz e passado em tamiz de malha 60. O restante foi
armazenado em sacos de polietileno por 60 dias como fonte reserva caso ocorresse
algum evento desfavoravel durante o periodo de extracdo. Apds o uso na extragdo dos

acidos o restante da amostra do solo foi descartado.
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5.3 EXTRACAO E PURIFICACAO DOS ACIDOS HUMICOS E FULVICOS

5.3.1 Extracao dos acidos humicos e fulvicos

Foram pesados 300 g de solo em balanga eletronica semi-analitica com
precisdo de 0,1 g. Logo depois o solo foi reidratado com 200 mL de dgua destilada e
deionizada, adicionando solu¢do de 600 mL de HCI a 0,5 mol/L, para elimina¢do dos
carbonatos e ions metalicos fracamente ligados.

Em seguida o solo foi lavado com agua destilada e deionizada até atingir o
pH neutro. Em seguida houve a extracdo do acido humico e do acido fulvico utilizando
600 mL de NaOH a 0,5 mol/L como liquido o extrator e apos 24 horas o extrato alcalino
dissolvido foi transferido para Becker de vidro onde foi acidificado com 600 ml HCL a
6 mol/L a pH 2,0, para que ocorresse a precipitacdo do 4cido hiimico e no sobrenadante
ficasse o 4acido fulvico. Depois o acido humico e fulvico foram redissolvido em
NH4OH até o pH chegar a neutralidade. Os &cidos foram separados manualmente,
sendo que as interfases entre o acido humicos e fulvicos foram descartadas e o restante
dos écidos reservados em fracos de vidros devidamente tampados e levados a geladeira
a uma temperatura de 2 °C podendo variar até 3,9 °C. Depois de feitas as extragcdes das

coletas das diferentes amostras, todas elas foram homogeneizadas

5.3.2 Purificacio em cromatografia de trocas ionicas utilizando colunas

cromatograficas

Para purificagdo do 4cido humico o mesmo foi eluido e inserido em colunas
de vidro com resinas trocadoras de ions a Amberlite IR 120 que é uma resina catidnica
adquiridas dos laboratorios Sigma-Aldrich® e Veteq. A Amberlite IR 120 apresenta
capacidade de troca em volume de 2,2 meq/mL e de limite minimo de 2,000 meq/mL,
com caracteristicas fisicas de micropérolas amarelas. A cromatografia de trocas idnicas

foi feita em colunas cromatograficas.

5.3.2.1 Tratamento da resina de troca ionica na purificacao dos acidos humicos

Para ativacdo da IR 120 a mesma foi agitada por uma hora em 4cido

cloridrico 2 mol/L.
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Para tratar a IR 120 a mesma foi lavada com NaOH a 1 mol/L sob agitacdo
por uma hora e depois foi trocada a solucdo e aquecida até 50° C por mais uma hora, no
final foi colocado 5 mL de dgua oxigenada (para 500 mL de resina).

Depois de lavada novamente com 4gua destilada a resina foi deixada sob
agitacdo por mais uma hora em 4cido cloridrico a 2 mol/L, apos esse procedimento foi
lavada até pH quase neutro. A resina foi empacotada em colunas de vidro A resina foi
utilizada até que se percebeu que parte dos granulos da resina foram destruidos, quando
a resina foi utilizada varias vezes e ndo apresentava o mesmo rendimento quanto ao

inicialmente. Observando isso a resina foi descartada.

5.3.3 Teste de purificacido do acido humico

O teste para verificagdo da pureza do acido huimico que foi eluido nas
colunas cromatograficas foi feito através da verificacdo do teor de cinzas e com teste
com o reagente de nitrato de prata (AgNO3) a 0,1 mol/L.

Logo apds a cromatografia de trocas ionicas o acido himico e o fulvico
foram congelados. O acido humico purificado foi colocado em mufla a 500 °C por 2
horas para assim verificar o teor de cinzas como indicativo do grau de pureza do
material em relagdo aos constituintes inorgdnicos e ao processo de extragdo e
purificagdo da amostra. A seguir foi feito o teste como o nitrato de prata para

verificagdo do teor de metais do dcido humico.

5.4 CARACTERIZACAO DAS SUBSTANCIAS HUMICAS

A andlise da composi¢do das substancias humicas (caracterizagdo) foi
realizada por espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel utilizando um
espectrofotometro de varredura UV/Vis, e a espectroscopia na regido do infravermelho,

utilizando um espectroscopio de varredura de infravermelho.

5.4.1 Espectroscopia na regiao do ultravioleta e visivel

Foram feitas varreduras no espectrofotometro entre os comprimentos de

onda de 200 nm a 900 nm, para determinar as caracteristicas tanto dos acidos fulvicos e
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huimicos extraidos, e uma absorbancia de 0 a 1. A varredura também foi utilizada para
verificar se houve ou ndo degradacdo dos acidos em estudo.

Também foi utilizada a razdo entre as absorbancias a 465 e 665 nm
(usualmente referida como razdo E4/E6) para fins de caracterizagdo. Tal razdo
geralmente apresenta valores entre 3 e 5 para o acido himico e 6 a 8,5 para o 4cido
falvico (PAULA, 1992, ROSA et al., 2000) A razdo E4/E6 esta diretamente relacionada
a condensagdo estrutural, sendo indicativo do grau de humificag¢do, aromaticidade, peso
molecular e conteudo acido das SH. Os valores diminuidos da razdo E4/E6 indicam
maior condensagdo enquanto que maiores razdes estdo associadas a estruturas menos
condensadas (ROSA et al., 2000).

A espectroscopia de ultravioleta e visivel (UV-vis) utilizada nos
experimentos das andlises enzimaticas obedeceram a diferentes comprimentos de ondas,
necessarias para cada experimento, descritas a seguir no item — Determinagdo
enzimatica.

Foi utilizado um espectrofotometro da Marca Varian UV- visible, modelo
Cary 50 Bio spectrophotometer do Laboratorio LCQM (Laboratdério de Controle de
Qualidade de Medicamentos) da Faculdade de Farmacia da UFG.

5.4.2 Espectroscopia na regiao do infravermelho

As bandas de absor¢do geralmente sdo largas devido a sobreposi¢do de
absor¢oes individuais. O espectro reflete a predominancia de grupos funcionais
contendo oxigénio, tais como: COOH, OH, C=0 no material himico (PAULA, 1992).

O quadro 2, mostra os principais grupos de absor¢do no infravermelho para

SHs segundo dados de Di Bernado et al. (2005) e que serdo avaliadas neste trabalho.
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Quadro 2- Principais grupos de absor¢@o no infravermelho para SH

Freqiiéncia (cm™) | Atribuigdes

3.395-3.400 Estiramento OH ligado e estiramento N-H

2.930 Estiramento CH alifatico

1.705-1.716 Estiramento C=0 de acetona e de acidos COOH
1.630-1.650 Estiramento assimétrico C-O dos ions carboxilato COO™

estiramento C=C dos anéis aromaticos, estiramento C=0 e
deformacdo N-H das amidas primarias

1.510 Deformacado N-H de amida secundaria e estiramento C=C dos
aminoacidos

1.450 Deformagdo C-H dos —CH, e —CHj3

1.420 Assimétrico C-O, deformacdo O-H ¢ deformagdo C-O-H dos
COOH e estiramento simétrico dos ions COO

1.230 Estiramento simétrico C-O e deforma¢ao OH dos COOH

1.125 Estiramento C-O de alcodis, éteres, ésteres e COOH

1.035 Estiramento C-O de polissacarideos

Fonte: Di Bernado et al. (2005).

Os espectros infravermelhos foram obtidos em um equipamento Perkin Elmer
Spectrum BX FT-IR System, com resolugdo de 4 cm™ na faixa de 4000-550 cm™, de 0 a
100% pela técnica de transmitancia, o que necessariamente dispensa o uso da pastilha
de KBr, ja que as amostras estavam em meio liquido. O equipamento foi calibrado a
uma freqiiéncia de 16 leituras simultaneas, para cada amostra lida. As analises foram
feitas no Laboratorio LCQM (Laboratério de Controle de Qualidade de Medicamentos)
da Faculdade de Farmécia da UFG.

5.5 MICRORGANISMOS E PREPARO DO MEIO DE CULTURA

Os microrganismos utilizados nos experimentos foram fornecidos pela Fundagao
Tropical André Tosello, Campinas (SP) e fazem parte da cole¢do do Laboratério de
Enzimologia e Biocatalise da Faculdade de Farmacia — FF, da Universidade Federal de
Goias — UFG e correspondem as seguintes espécies: Pycnoporus sanguineus - PS (CCT
- 4518), Trametes villosa — Tvi (CCT - 5567) pertencentes a ordem dos Polyporales
e familia Polyporaceae. Estas cepas foram as escolhidas por estarem disponiveis no

Laboratorio.
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5.5.1 Meio de Cultura

O meio de cultura do tipo BGA (Batata, Glicose, Agar) foi utilizado como meio
para o desenvolvimento dos cultivados fingicos para a manutencdo das cepas, este
sendo um meio solido. Ja o meio de cultura BGC (Batata, Glicose, Caldo) foi utilizado
como meio para o desenvolvimento dos cultivados fungicos dos experimentos, este
sendo um meio liquido. Sendo dados de Melo e Sanhueza (1995) os componentes dos

meios sdlidos e liquidos encontram-se no quadro 3.

Quadro 3: Meios de Cultura

COMPONENTES MEIO SOLIDO MEIO LiQUIDO
Agua destilada Completar para 250 mL Completar para 1000mL
Agar 3,750g Ausente
Caldo de Batata 50 mL 200 mL
Glicose 5¢g 20g
Recomendacdes Esterilizar-se a 121° C durante | Esterilizar-se a 121° C durante
15 minutos 15 minutos.

Fonte: Melo e Sanhueza (1995).

O caldo de batata ¢ obtido pelo cozimento de lkg de batatas inglesas
descascadas obtidas comercialmente em 1 L de dgua, por uma hora (Melo e Sanhueza,

1995).

5.5.2 Manutencio dos microrganismos

Para a manuten¢do das cepas de fungos em estudo foi utilizado o meio de
cultura sélido, através do cultivado em placas de Petri e replicados trimestralmente.

Conforme metodologia proposta por Castellani (1967), o meio de cultura foi
autoclavado em temperatura de 120°C por 20 min. e distribuidos em placas de Petri
com volume de aproximadamente 15 a 20 mL por placa. Todos os procedimentos de
inoculag¢do aconteceram em capela de fluxo laminar, sendo inserido em cada placa um
disco de inéculo do tamanho referente a abertura maior de uma ponteira de 1 mL de
pipetador automatico. Estes foram armazenados em estufa incubadora para BOD

(Demanda Bioquimica de Oxigénio) LS 334 — 300 L. Foi padronizado um periodo de
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sete dias para o crescimento e desenvolvimento das cepas e posteriormente a retirada
das placas de Petri da estufa incubadora para BOD e colocadas em geladeira a

temperatura variando de -1 °C a -3° C.

5.5.3 Cultivo em meio liquido

Todos os procedimentos microbioldgicos de inoculagdo no meio liquido
como a adicdo dos &cidos huimicos e fulvicos foram realizados dentro da capela de fluxo
laminar, a fim de manter as condi¢des estéreis, de acordo com a metodologia
apresentada por Castellani, 1967.

Apos o crescimento dos fungos em meio solido rico em BGA, foram
retirados seis discos dos fungos, da placa de Petri, area conhecida como de crescimento
ativo da colonia, discos cujo didmetro corresponde ao tamanho da abertura maior de
uma ponteira de 1 mL de um pipetador automatico. Estes discos foram incubados
durante 15 dias em frascos tipo erlenmeyers de 250 mL, a 28°C em condi¢des de
agitacdo a 140 RPM, em crescimento em escuro. O conteudo de cada erlenmeyers foi de
25 mL de BGA ¢ 25 mL de 4gua deionizada, destilada e autoclavada para manter as
condi¢des estéreis do meio.

A adi¢do de dgua deionizada, destilada e autoclavada foi necessaria para que
ndo houvesse interferéncia nas analises de espectrofotometria de infravermelho, ja que
uma maior quantidade de meio de cultura poderia interferir nos resultados e na leitura

das bandas pelo espectrofotometro.

5.5.4 Adicdo dos acidos humicos da Sigma-Aldrich® e extraidos e dos acidos

fualvicos na agua

No 10° dia houve a adi¢do de 1g de acido humico extraido dissolvido em
agua destilada e deionizada e autoclavada completando um volume de 50 mL, nos
erlenmeyers. Também foram feitos ensaios com o &cido humico comprado do
laboratério da Sigma-Aldrich® a afim de comparagdo com o dcido hiimico extraido. A
solucdo com o acido humico do laboratdrio Sigma-Aldrich® foi produzida a partir de
um 0,2g, sendo dissolvido em 4gua destilada deionizada e autoclavada até formar uma
solugdo de 50 mL, optou-se por esta concentragdo menor ja que o acido humico

adquirido do Laboratério Sigma-Aldrich® estava em pd, liofilizado e com um grau de
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pureza e concentracdo maior, pois a empresa segue normas na producdo e venda do
acido.

Para os ensaios feitos com o acido fulvico foi adicionado o 4cido sem
dissolugdo, ja o acido fulvico extraido foi utilizado em solu¢do aquosa. Foram
adicionados 50 mL de 4cido fulvico nos erlenmeyers. Para fins de experimentagdo o
acido fulvico teve seu pH controlado durante os ensaios. Os acidos fulvicos adicionados
tiveram pH 3, pH 5 e pH 7. O tratamento foi determinado pela mesma metodologia de
caracterizacdo, ou seja, 0s espectros antes deste tratamento foram comparado com os
espectros das substancias humicas (acidos htimicos e fulvicos) apds a atuacdo das
enzimas fingicas.

A incubacdo para a produgdo das enzimas aconteceu sob agitacdo de 140
RPM e temperatura de 28°C, por 15 dias, sendo que no 10° e 15° dia foram analisadas
amostras para a determinacdo da lacase (fenoloxidades) e peroxidases.

Para padronizacdo dos experimentos em meio liquido adotou-se: (1)
realizacdo dos ensaios em triplicatas, (2) retirada de 5 ml de aliquotas, no 10° e 15° dias
para a dosagem enzimatica; perfazendo um total de 2 coletas, (3) as dosagem
enzimaticas foram realizadas em duplicatas, (4) também foram coletadas e separadas no
10° dia, amostras sem os acidos e com a presenga do acidos e no 15° dia, para andlise de
varredura nos espectros de ultravioleta e visivel (UV- vis). Estas amostras devidamente
identificadas, foram mantidas sob condi¢do de congelamento em frasco ambar do tipo

criogénico.

5.5.5 Teste de adsorcao

O Teste de adsor¢do tem como principio verificar se houve ou nio a
adsor¢do pelos micélios fungicos dos 4acidos em estudo. O Teste de Adsorcdo é
realizado como uma analise complementar as analises de atividade enzimatica.

O procedimento para o Teste de adsor¢do sdo os mesmos utilizados para o
cultivo em meio liquido, mudando apenas o procedimento no 10° dia, momento em que
os erlemneys sdo levados a autoclave. A autoclave mata os fungos e assim ndo ocorrera
produgdo de enzimas pelo fungo.

Os procedimentos de coleta das amostras sdo os mesmos utilizados nas

analises anteriormente citadas.
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5.5.6 Uso do reator estatico (Jar Test)

As amostras contendo os fungos em crescimento foram levadas para a
utilizagdo do reator estatico (Jar Test) na ETA Jaime Camara - Sistema Produtor Jodo
Leite no municipio de Goiania localizada no setor Negrdo de Lima, os ensaios foram
realizados no Laboratorio de Controle Operacional sob a supervisdo das Biologas,
Luciana de Souza Melo Machado, coordenadora da Produgio de Agua Tratada - ETA
Jaime Camara na Companhia de Saneamento de Goids S/A — SANEAGO e da Wilma
Gomes da Silva Carmo, Técnica Industrial em Saneamento na Supervisdo do Sistema

Produtor Jodo Leite na Companhia de Saneamento de Goias S/A —SANEAGO.

5.5.6.1 Preparagdo da Amostra para uso no reator estatico (Jar Test)

Foram preparados 200 mL de caldo BGC puro e colocados nos erlemneyers,
onde foram adicionados 48 discos de fungos provenientes das placas de Petri (tudo
proporcional aos ensaios anteriormente realizados em meio agitado). As inoculag¢des
aconteceram nas mesmas condi¢des anteriormente citadas; na capela de fluxo laminar e
autoclavadas para manutencdo estéril do contetido de cada erlenmeyer,

Depois estes foram deixados sobre agitagdo durante 10 dias na incubadora
Shaker a 28° a 140 RPM. No 10° dia as amostras contendo os fungos em crescimento
foram levadas para a realizacdo dos ensaios do Jar Test na ETA Jaime Camara.

Foram feitos dois testes, um com acido humico extraido e o outro com acido
fulvico em dias alternados, por isso a inocula¢do dos fungos aconteceu em dias
diferentes para que os ensaios fossem necessariamente feitos no 10° dia do crescimento
do fungo. Em todos foram utilizados os seis jarros de 2 Litros em reator estatico (Jar
Test), marca Nova ética, modelo 218 LDB, onde foram colocados 200 mL de agua
destilada, 200 mL do contetido dos erlenmeyrs contendo o caldo com o fungo em
crescimento.

Em seguida foi adicionado ao mesmo instante em cada jarro 400 mL do
acido em estudo, sendo que durante o ensaio do 4dcido humico foram dissolvidos 8g de
acido extraido e purificado e completado o volume de 400 mL e no ensaio com o acido
falvico foram utilizados 400 mL do acido em solugao.

No reator estatico (Jar Test) a solugdo obtida foi colocada sobre agitagdo

constante de 140 RPM durante 20 min. e deixado sobre decantagdo por um periodo 10
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min. e por mais 24h. O mesmo procedimento foi feito com o acido fulvico que foi
adicionado em solu¢@o com as mesmas propor¢des em pH 4,0. A temperatura e o pH foi

monitorada antes e apos o termino do ensaio.

5.5.6.2 Coleta para realizagdo das Andlises enzimaticas e de Espectrofotometria de

ultravioleta e visivel (UV-vis) e infravermelho

Foram retiradas 6 mL de aliquotas para andlises no 10° dia depois da
solucdo feita entre caldo com fungo e a &gua destilada e depois de 10 min. de
decanta¢do depois do ensaio, como modelo do procedimento realizado nos ensaios
padronizados da ETA com o uso de coagulantes e depois de 24 horas do inicio do
ensaio no Jar Test, .

Durante a Andlise das atividades enzimaticas, o grau de dilui¢do do material
levado para as andlises foram consideradas, as amostras de 24 horas e de 10 min. do fim

do ensaio foram calculadas conforme o grau de diluig@o.

5.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA.

A atividade enzimatica da lacase (Lcc) foi determinada através da
oxidagdo da seringaldazina (gsasnm = 65000 mmol.L™'.cm™). Sendo conduzida numa
mistura de reacdo que continha 0,6 ml do extrato bruto do caldo de fungos, 0,2 ml do
tampio acetato de soédio 50 mmol. L™ (pH 5,0) ¢ 0,1 ml de seringaldazina 1,0 mmol.L™
preparada em etanol. A reacdo ¢ iniciada pela adi¢@o da seringaldazina e a velocidade
desta reacdo foi acompanhada por 10 minutos. As leituras da atividade enzimatica
foram realizadas em espectrofotdmetro. Uma unidade de atividade enzimética (U) € a
quantidade de enzima capaz de oxidar 1 pmol de substrato por minuto em 1 mL de
mistura de reacdo (SZLARZ et al., 1989).

Para manganés peroxidase (MnP) os componentes da mistura foram: 0,5mL
do extrato bruto do caldo de fungos, 0,1 mL de lactato de sddio, 0,2 mL de albumina
bovina 0,5%, 0,05 mL de MnSO, 2,0 mmolL™", 0,05 mL de solu¢do de H,O, 2,0
mmolL™" em tampéo de succinato de sodio 0,2 molL™" e 0,1 mL de vermelho de fenol
0,1%. A mistura foi incubada por 5 minutos a 30°C em banho-maria e a reacgdo
interrompida pela adicdo de 40 pL de NaOH 2.0 mmolL"'. A leitura da atividade

enzimatica foi realizada em espectrofotometro ¢ ¢ determinada pela oxidacdo do
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vermelho de fenol. A absorbancia para leitura foi 610nm e a atividade de MnP expressa
como AAbs/mL.min. (KUWAHARA et al., 1984).

A atividade enzimatica de lignina peroxidase, onde os componentes para a
mistura da reagdo foram: 0,6 do extrato bruto do caldo de fungos, 0,2 mL de H,0,, 2,0
mmolL™" de solucdo de alcool veratrilico (€310nm = 93000 mmol.L'l.cm'l), 2,0 mmolL™!
em tampdo de tartarato de sodio 0,4 molL™ (pH 3,0). A reacdo foi iniciada pela adi¢do
de H,0, e a leitura foi feita a partir do aldeido formado dessa reagdo medindo a 310
nm. A atividade de LiP ¢ expressa em U/mL Uma unidade de atividade enzimatica (U) é
a quantidade de enzima capaz de oxidar 1 pmol de substrato por minuto em 1 mL de
mistura de reagdo. (TIEN e KIRK, 1984 — modificado).
Para determinagao do calculo enzimatico utilizou-se a equagdo conforme a metodologia
de Leonowick e Grzywnowick, (1881).

A atividade enzimatica foi calculada de acordo com a seguinte formula:

U = 10° XAE /exRxAt

Onde:
€: coeficiente de extingdo molar de cada substrato, conforme dados da literatura;
AE: Absorbancia em comprimento de onda especifico;
At: Tempo de reag@o em minutos;
R: Quantidade de caldo enzimatico em mL;
Uma unidade U ¢ definida como a quantidade de enzima necessaria para oxidar 1 pumol

de substrato por minuto. O resultado é expresso em U. mL™".
5.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados das atividades enzimaticas obtidos nos experimentos foram
tratados estatisticamente. O programa Microsoft® Excel 2007 foi utilizado para
tabulagdo dos dados e a andlise estatistica foi realizada pelo programa SPSS® for
Windows®, versao 15.0.

Para compara¢do das atividades enzimaticas do Pycnoporus sanguineus e
atividades enzimaticas do Trametes villosa foram utilizados o Teste ANOVA e para
confirmacdo da significancia o Teste Tukey.

O Teste ANOVA compara grupos que possuem distribui¢do normal, e

mostra o grau de significancia da amostra. Entdo se p for <0,05 ele € significativo se p
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for >0,05 ndo possui significancia estatistica. O Nivel de significancia ¢ de 5%
(p<0,05).

O Teste Tukey, foi utilizado para comparar o intervalo das atividades
enzimaticas dois a dois para confirmagdo da significancia. O Teste Tukey ¢ um dos
testes de comparacdo de média mais utilizados, por ser bastante rigoroso e de facil
aplicagcdo, mas ndo permite comparar grupos de tratamentos entre si, sendo utilizado
para testar toda e qualquer difereng¢a entre duas médias de tratamento e ¢ aplicado
quando o teste para ANOVA for significativo ou seja p menor que 0,05.

Teste T Pareado foi utilizado para comparar os dois grupos no mesmo

momento (se mede uma variavel antes e depois de um evento).

5.8 CALCULOS DOS INDICES DOS PERCENTUAIS DE REMOCAO DOS
ACIDOS E DE ADSORCAO
O indice de remoc¢do dos acidos em incubadora Shaker:
1) Foi medido a distancia do espectro obtido em todos os eixos da solugdo
em estudo no 10° sem acido;
2) Foi medido a distancia do espectro obtido em todos os eixos da solugdo
em estudo no 10° com o acido;
3) Foi medido a distancia do espectro obtido em todos os eixos da
solug@o em estudo no 15° com o acido;
Depois foram feitos os célculos onde foram obtidos os indices de remogao.
Os indices foram calculados através dos espectros do 15° dia de estudo em
presenga dos acidos considerando como indice de remocdo. Quanto maior o indice de
remocdo encontrado os espectros foram iguais as solucdes apresentadas no 10° dia sem
a presen¢a dos acidos em estudos, ja quanto menor for o indice de remog¢ao mais o
espectro do 15° se aproximou do espectro apresentando no 10° dia quando a solugdo
recebeu o acido. Sendo entdo o ponto méximo de remogdo quanto mais o espectro foi se
aproximando ao espectro do 10° dia sem o acido e o ponto minimo de remog¢do quanto
mais os espectros foram aproximados dos espectros do 10° dia em presenga dos acidos.
Para o célculo do indice do percentual de adsor¢do dos espectros obtidos
nos ensaios na incubadora Shaker com os acidos em estudo, foi utilizada a formula:
E* E'=R'
E>- E'=R?
(100: R"Hx R*=R?
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R*-100%= In%

Onde:

E'= Espectro do 10° dia da solu¢do sem o 4cido em estudo;

E*= Espectro do 10° dia da solugdo com o acido em estudo;

E’= Espectro do 15° dia da solu¢do com o 4cido em estudo;

R'= Resultado 1 (diferenca entre o espectro do 10° dia da solugdo com o
acido em estudo e o espectro do 10° dia da solu¢do sem o acido em estudo);

R’= Resultado 2 (diferenca entre o espectro do 15° dia da solugdo com o
acido em estudo e o espectro do 10° dia da solu¢do sem o acido em estudo);

R’= Resultado 3;

In%= porcentagem do indice de remocgao.

Para o célculo do indice do percentual de adsor¢do nos espectros obtidos
nos ensaios na incubadora Shaker com os acidos em estudo, foi utilizada a formula:

(100: E"x E*=R!

R'-100%= In%

Onde:

E'= Espectro de adsor¢do do 10° dia da solugio com o acido em estudo;

E*= Espectro do 15° dia da solugdo com o acido em estudo;

R'= Resultado 1;

R?= Resultado 2;

In%= Porcentagem do indice de remocao.

Para o célculo do indice de percentual de remocgao dos 4cidos em estudo nos
experimentos em reator estatico foram utilizadas as féormulas:

E':100=R'

R'x E= R

(100% - R %)=1n'%

E':100=R!
R!x E*=R?

(100% - R*)=In*%

Onde:
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E'= Espectro do final do experimento em reator estatico;

E*= Espectro 10 min. depois do final do experimento em reator estatico;

E’= Espectro 24 horas depois do final do experimento em reator estatico;

R'= Resultado 1;

R?= Resultado 2;

In'%= Porcentagem de indice de remocdo apos 10 min. da finalizacdo dos
experimentos;

In*%= Porcentagem de indice de remogdo apos 24 horas da finaliza¢do dos
experimentos.

Em todos os célculos dos indices de percentuais de remocdo e de adsor¢do
forma utilizados duas andlises para facilitar o calculo dos indices. A andlise do primeiro
trecho que corresponde a média dos espectros de 200 a 400 nm e do segundo trecho que

corresponde a média dos espectros de 400 a 800 nm.

5.8 FLUXOGRAMA DAS ATIVIDADES E METODOS UTILIZADOS

Coleta da

amostra

do solo
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SHs (4cidos
humicos e

Determinagdes das
atividades enzimatica
(fenoloxidases e
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falvicos) do solo
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Analises <«
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Vis e em infravermelho atividade enzimatica X

Analises

estatisticas

degradacdo das SHs

Figura 2: Fluxograma das atividades e dos métodos realizados.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho foi dividido em 5 partes:

1) Extragdo das substancias humicas, purificacio e caracterizacdo dos acidos
himicos;

2) Analises das atividades enzimaticas;

3) Crescimento da massa fungica;

4) Redugdo das substancias humicas por enzimas;

5) Uso do reator estatico (Jar Test).

6.1 EXTRACAO DAS SUBSTANCIAS HUMICAS, PURIFICACAO E
CARACTERIZACAO DOS ACIDOS HUMICOS.

6. 1. 1 Extracao das substancias humicas

As porgdes das substancias humicas extraidas foram satisfatorias,
apresentando bons resultados na composi¢do da matéria organica extraida.

A figura 3 (A) mostra o solo sendo tratado com a solu¢do de HCI a 0,5
mol/L para eliminacdo dos carbonatos e ions metéalicos fracamente ligados, deixado em
decantagao.

A figura 3 (B) mostra quando o contetido do Becker foi transferido para um
Becker de material plastico para receber tratamento com o liquido extrator (solugdo de

NaOH 0,5 mol/L) e ao lado a figura 3 (C) mostra o liquido extrator depois de 24 horas.
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Figura 3: Solo sendo tratado como solu¢do de HCI a 0,5 mol/L para eliminagdo dos
carbonatos e ions metalicos fracamente ligados, deixado em decantag¢do (A), o contetido
do Becker, contendo o solo foi transferido para um Becker de material pléastico para
receber tratamento com o liquido extrator, solu¢do de NaOH 0,5 mol/L (B) e ao lado a

mesma solugcdo com NaOH a 0,5 mol/L, apds 24 horas (C).

Depois de 24 horas o liquido sobrenadante foi transferido para um Becker
sem que se deixasse passar a interface que foi descartada juntamente com o restante do
decantado. Posteriormente o liquido foi acidificado com solu¢do de HCl a 6 mol/L

(figura 4(A)), para a separacdo dos adcidos humicos e fulvicos (figura 4 (B)).

- — ——

' -
= = P
:

Sint-UFG Sint-UFG Sint-UFG

Figura 4: Solucdo no instante que recebeu o acido HCI a 6 mol/L (A) e depois de 48

horas de decantagdo (B).

Percebeu-se a precipitacdo do acido humico uma cor marrom a preto e uma
solugdo contendo o acido falvico de cor amarelada e marrom. Campos et al., (2007) em
um de seus estudos lembra que as cores marrom e amarela, sdo resultados que

confirmam a presenga de acidos fulvicos; e conforme estudos de Brum (2005) a



64

colorag@o da solug¢do contendo acido humico (AH) varia de amarelo escuro a preto em

fun¢do da concentragio.
6.1.2 Purificacio dos acidos humicos.

Para a purificagdo dos acidos hiimicos usou-se a resina de troca ionica IR
120 que ¢ uma resina catidnica colocada em colunas cromatograficas.

Depois dos acidos purificados, algumas amostras foram levadas a mufla,
realizando-se o teste para verificacdo do teor de cinzas, onde o valor encontrado foi de
3,1% considerado um 6timo valor, ja que se espera que o teor de cinzas seja menor que
5%.

A vantagem de extrair SHs com baixo teor de cinzas ¢ diminuir etapas de
purificagdo as quais sempre causam perda de material e possibilitam modifica¢des
estruturais nas SHs (ROSA et al., 2000).

Foram realizados testes com o nitrato de prata a 0,1 mol/L para verificagdo
da presenga de metais. No teste realizado, ndo houve rea¢do com o nitrato de prata

reafirmando que o 4cido extraido foi realmente purificado com a resina.

6.1.3 Caracteristicas dos acidos humicos pelo exame no infravermelho e

ultravioleta e visivel (UV-vis)

O 4cido huimico extraido e o 4cido himico Sigma-Aldrich® apresentaram
bandas de absor¢do na mesma regido. A figura 5 mostra o 4cido huimico extraido,
(figura 5 — A) o 4cido hiimico Sigma-Aldrich® (figura 5 — B) e o acido fulvico extraido
(figura 5 — C) através da espectroscopia no espectrofotdmetro de Infravermelho.

Todas as fragdes apresentam uma banda de absor¢do na regido de 3.300 a
1
3.400 cm devido ao estiramento OH, NH. As bandas na regido de aproximadamente

-1
2.900 cm também aparecem em todos os espectros. Essas bandas sdo atribuidas ao

estiramento simétrico de C-H alifatico (-CH, 'CHz’ 'CH3) dos grupos metil e/ou

metileno alifaticos. Na regido entre 2.400 a 2.700 aparecem bandas caracteristicas de

estiramento O-H de H ligado fortemente a grupos carboxilicos (COOH). Na regido de

-1
aproximadamente 1.600 cm observa-se nos espectros, uma banda caracteristica de

aromaticos. Essas bandas sdo atribuidas ao estiramento C=C do anel aromatico, isto €,
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as vibragdes de anel aromatico conjugado com C=0 (deformagcdo C=0O de cetonas

conjugadas) e/ou COO . Também podem ser devido ao estiramento anti-simétrico do
grupo carboxilato e ao estiramento C=0 do grupo COOH, devido ao hidrogénio ligado
a grupo OH em posigdo orto, como no 4cido salicilico Entre 1.370 ¢ 1.440 cm™ notam-
se bandas provenientes de grupos C-H alifaticos, deformag¢do O-H e/ou estiramento
simétrico do COO" de 4cidos carboxilicos. Na regido entre 1.100 ¢ 950 cm™ observa-se
bandas que podem ser atribuidas a estiramento C-O de alcoodis e/ou fendis e/ou
carboidratos. Todos estes resultados também foram encontrados por Di Bernado et al.

(2005) e Paula (1992), em seus trabalhos com a extracdo das SHs.
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Figura 5 (A): Espectroscopia do acido humico extraido no espectrofotdmetro de
Infravermelho.
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Figura 5 (B): Espectroscopia do 4cido humico da Sigma-Aldrich® no
espectrofotometro de Infravermelho.

Figura 5 (C): Espectroscopia do acido fulvico extraido no espectrofotometro de
Infravermelho.
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Na Figura 6, observa-se o espectro do acido humico extraido na regido do
UV-Vis obtido entre 200 e 900 nm através de uma cubeta de quartzo. Observa-se que no
comprimento de onda em torno de 250 nm o 4cido humico apresenta pico de
absorbancia, estando de acordo com o estudo de Brum (2005). Segundo Wiecheteck et
al. (2004) a capacidade de absorbancia UV 254 nm sdo medidas indiretas indicadoras da
presenca de substancias humicas na agua. Este fenomeno ¢ devido a presenca de uma

variedade de grupamentos que mascaram a contribui¢do de um composto tnico (Brum,

2005).

200 400 600 800
comprimento de onda (nm)

Figura 6: Espectro do dcido himico extraido na regido do ultravioleta e visivel
6.2 ANALISES DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

Para os célculos das analises enzimaticas foram feitas corre¢do do grau de
diluicdo das amostras. Para os calculos estatisticos foram utilizadas as médias das
aliquotas (repeti¢cdes) coletadas.

Todos os resultados, assim como os calculos estatisticos da atividade
enzimatica se encontram no final da dissertagao no apéndice A.

As variaveis analisadas nos graficos foram nomeadas de amostras de pH
3,0, pH 5,0 e pH 7,0 pois foram adicionadas as amostras no 10° dia, solugdes de acidos
falvicos com estes respectivos pHs, ficando as solu¢des em pH 3,0, 5,0 € 7,0.

Lembrando que as coletas das aliquotas feitas no 10° dia ndo tinham ainda a

presenca de acido fulvico com estes respectivos pHs.
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6. 2. 1 Resultado da atividade enzimatica de Pycnoporus sanguineus no ensaio com

o0 4cido fulvico na incubadora agitadora Shaker

A figura 7 mostra a produg¢do da atividade enzimatica da Lcc de P.
sanguineus no 10° dia lembrando que a amostra que recebeu o acido falvico de pH 3,0
teve uma maior atividade com 1,79 U.mL™. De acordo com trabalho de Garcia (2006)
que avaliou o pH na atividade enzimatica de P. sanguineus, verificou-se, produgio
enzimatica entre a faixa de 2,0 a 7,0, mas o pH 6timo de atuacdo ficou entre 4,0 e 5,0.

A atividade enzimatica de P. sanguineus na producdo da Lcc no 15° dia foi
maior na amostra que recebeu a solugdo de adcido com pH 3,0 confirmando o que tinha

ocorrido no 10° dia (figura 7).
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Figura 7: Determinacdo da atividade enzimadtica (U.mL™) da Lacase de Pycnoporus

sanguineus em todas as amostras no 10° e 15° dia para os ensaios com acido falvico

No Teste de ANOVA para a Lcec do P. sanguineus realizado entre as
amostras analisadas do 10° dia e aquele realizado entre as amostras do 15° dia, ndo
houve significancia estatistica ja que p foi maior que 0,05.

A Producdo de LiP foi baixa, conforme os resultados obtidos tanto na
producdo do 10° dia (figura 8) quanto no 15° dia. A atividade da LiP ficou em 0,34
U.mL'l, no 10° dia e 0,001 U.mL" no 15° dia, sendo a maior atividade da LiP 0,38

U.mL", encontrada em pH 5,0 no 10° dia. Dependendo da substancia que se deseja
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remover ou degradar e branquear a LiP em comparacdo com a Lcc sdo os
biocatalisadores de escolha para o branqueamento e diminui¢do da cor (MACIEL et al.,

2010.)
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Figura 8: Determinacdo da atividade enzimatica (U.mL") da Lignina peroxidase de
Pycnoporus sanguineus em todas as amostras no 10° dia para os ensaios com acido

fulvico.

O Teste de ANOVA para a produgdo enzimatica de LiP de P. sanguineus
realizado entre as amostras analisadas do 10° dia e entre as amostras analisadas do 15°
dia ndo apresentou significancia estatistica nem entre as amostras analisadas do 10° dia,
nem entre as amostra do 15° dia, ja que p foi maior que 0,05.

A Producdo de MnP foi baixa, conforme os resultados obtidos tanto na

produgdo do 10° dia e ainda menor no 15° dia, sendo zero (figura 9).
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Figura 09: Determinagio da atividade enzimatica (U.mL™") da Manganés peroxidase de
Pycnoporus sanguineus em todas as amostras no 10° dia para os ensaios com acido

fulvico.

A producdo da MnP ficou em 0,3 U.mL'l, no 10° dia e 0 U.mL™" no 15° dia,
sendo a maior atividade encontrada em pH 3,0 no 10° dia.

No Teste de ANOVA para a producdo enzimatica de MnP do P. sanguineus
entre as amostras analisadas do 10° dia ndo apresentaram significancia estatistica, ja que
p foi maior que 0,05. O mesmo ocorreu entre as amostras analisadas do 15° dia.

Nos ensaios para verificagdo da produgdo enzimatica a enzima Lcc
apresentou uma producdo maior que as outras enzimas analisadas, confirmando a
observagdo de Garcia (2007), de que o género Pycnoporus € capaz de produzir varias
enzimas com aplicacdo industrial, mas a caracteristica mais relevante do género e

produzir Lcc.

6.2.2 Resultado da Atividade Enzimatica de Trametes villosa no ensaio com o acido

fulvico no Shaker

A figura 10 (A), mostra a producdo da atividade enzimatica da Lcc de T.
villosa no 10° dia, a amostra que recebeu o acido fulvico de pH 5,0 obteve uma maior
atividade, com producdo de 2,35 U.mL™".

Estes resultados sdo considerados bons, ainda mais que a Lcc € uma enzima
muito utilizada em descoloragdo e degradacdo; de acordo com Pointing e Vrijmoed

(2000), a descoloracdo baseada nos tratamentos da Lcc sdo potencialmente vantajosas,
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uma vez que a enzima é produzida em maiores quantidades e ¢ freqlientemente
produzida constitutivamente ou requer menores condigdes de indug¢do do que as
requeridas para a produ¢do de LiP ou MnP.

Claus e Filip (1998) em seu trabalho obtiveram uma descoloragdo de até
50% na solucdo contendo substancias himicas com fungos, mas isso foi observado
quando se utilizou uma preparagdo de Lcc de Trametes versicolor, e, especialmente, na

presenga de um mediador redox.
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Figura 10 — A: Determinagdo atividade enzimatica (U.mL™") da Lacase de Trametes

villosa em todas as amostras no 10° dia para os ensaios com acido fulvico.
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Figura 10 — B: Determinacdo das atividades enzimaticas (U.mL™") da Lacase de

Trametes villosa em todas as amostras do 15° dia para os ensaios com acido fulvico.
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A atividade enzimatica da Lcc de T. villosa no 15° dia (figura 10 (B)) foi
maior na amostra que recebeu o acido de pH 7,0, diferente do que tinha ocorrido no 10°
dia.

No Teste de ANOVA para a Lce do T. villosa tanto das amostras analisadas
do 10° como na anélise estatistica das amostras do 15° dia, ndo apresentou significancia
estatistica ja que p foi maior que 0,05. O valor de p foi igual a 0,495 no 10° dia e 0,775
no 15° dia.

A atividade enzimatica da LiP ficou em 0,12 U.mL'], no 10° dia e bem
diferente do valor encontrado para P. sanguineus nas mesmas condig¢des. A atividade
enzimatica da LiP para T. villosa no 15° dia ndo foi significativo ja que a maioria dos
valores foram iguais a 0.

A produgdo enzimatica mais alta da LiP pelo T. villosa foi encontrada na
amostra que recebeu o acido falvico com pH 5,0 no 10° dia (figura 11). E surpreendente
a pequena produgdo de LiP e MnP, nestes ensaios, ja que estas enzimas foram relatados
como eficazes nas descoloracgio de efluentes de fabricas de celulose, segundo estudos de

Maciel et al. (2010).
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Figura 11: Determinagio das atividades enzimaticas (U.mL™) da LiP de Trametes

villosa em todas as amostras do 10° dia para os ensaios com acido fulvico.
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No Teste de ANOVA para a produgido enzimatica de LiP do T. villosa entre
as amostras do 15° dia ndo apresentaram significancia estatistica ja que p foi >0,05. O
teste ANOVA realizado entre as amostras do 10° dia na produ¢do de LiP de T. villosa
apresentou significancia estatistica onde, p foi <0,05.

Isso mostra que as amostras no 10° dia ndo mostraram uma homogeneidade,
por isso as amostras de produ¢do de LiP por T. villosa foram submetidas ao Teste de
Tukey para verificar quais as amostras que interferiram no resultado.

A Produc¢do de MnP para T. villosa foi baixa, conforme os resultados
obtidos tanto na produ¢do do 10° dia e no 15°. No Teste de ANOVA para a produgdo
enzimatica de MnP do P. sanguineus tanto entre as amostras do 10° dia e entre as

amostras do 15° dia ndo apresentaram significancia estatistica ja que p foi > 0,05.

6.2.3 Teste de Tukey da avaliacio da atividade enzimatica de T. villosa na

producéo de LiP

O teste de Tukey tem como base a diferenca minima significativa. O teste
ANOVA realizado apresentou significancia na produgdo enzimatica por T. villosa da
LiP no 10° dia, e através do Teste de Tukey foi possivel achar a média da amostra que

interferiu na significancia estatistica. O quadro 4, mostra o resultado do teste de Tukey.

Quadro 4: Teste de Tukey para amostras das atividades enzimaticas de LiP por

Trametes villosa no 10° dia.

LiP
10 dias p
pH 3.0 pH 5.0 0,117
pH 3,0 pH 7,0 0,551
pH 5,0 pH 7,0 0,030

Ao se comparar a amostra chamada de pH 3,0 com as de pH 5,0 e 7,0 ndo
foi encontrado nenhuma significdncia estatistica, mas ao se comparar as amostras
chamadas de pH 5,0 com as de pH 7,0 verificou-se que houve uma significancia
estatistica de p obteve um valor abaixo de 0,05.

Ao observar o apéndices A, pode se notar que o motivo desta significancia

estatistica ocorreu pela queda da produgdo de LiP de T. villosa no 10° dia das amostras
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de pH 5,0 para as de pH 7,0 onde o pH 5,0 obteve uma produgdo enzimatica de 0,14
U.mL" enquanto a amostra chamada de pH 7,0 obteve no 10° dia uma producdo de 0,10
U.mL™.

Essa diferenca nas médias foi que deixou o valor de p menor que 0,05
provocando a significincia estatistica.

Se fizermos uma comparagdo da produgdo enzimatica com os pHs podemos
perceber que amostras chamadas de pH 3,0 e 5,0 obtiveram uma maior produgdo, sem
diferencas significativas entre eles € uma menor producdo ocorreu em pH 7,0. Apesar
de que todas as amostras dos diferentes pHs obtiveram produg¢do de Lcc. O que
corrobora com resultados de Garcia (2005) que mostrou atividade de Lcc entre 3,0 e

7,0.

6.2.4 Teste T Pareado da atividade enzimatica de Pycnoporus sanguineus e de

Trametes villosa com Acido Filvico

O teste T Pareado ¢ um teste estatistico para definir o nivel de semelhanca
ou diferenca entre dois momentos de uma mesma amostra. Ao contrario do Teste de
Tukey comum, que compara as médias e as varidncias, esse teste estuda as diferengas
entre duas situagdes de uma mesma amostra. Este teste foi utilizado para analisar as
amostras das atividades enzimaticas da Lcc, LiP e de MnP no 10° dia com o 15° dia.

Em P. sanguineus e em T. villosa nas amostras comparadas do 10° com a do
15° dia tanto de Lcc, LiP e MnP apresentaram um valor de p menor que 0,05. Esta
significancia estatistica foi promovida pelas quedas enzimaticas que ocorreram nas
amostras do 10° para o 15° dia.

O potencial redox do sistema da MnP ¢ menor do que a da LiP e tem
mostrado capacidade para oxidar substratos fendlicos in vitro. Por outro lado ao
contrario da LiP, MnP pode oxidar sem H,O, (MACIEL et al., 2010).

Estas quedas das atividades enzimaticas podem ter ocorrido devido a uma
menor adaptabilidade do fungo ao pH da solucdo de acido colocada em contato com o
fungo no 10° dia.

Ja no caso de T. villosa as amostras comparadas no Teste T pareado do 10°
com a do 15° dia de MnP apresentaram um valor de p maior que 0,05. Isso pode ser
explicado pelo valor baixo de produ¢do enzimatica de LiP no 10° dia, devido essa

produgdo ter sido extremamente baixa, ela ndo se diferenciou da producdo do 15° dia, o
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que provocou um valor de p maior que 0,05, ndo provocando assim a significancia

estatistica.

6.2.5 Resultado da producio enzimatica por P. sanguineus e T. villosa na presenca
de acido humico adquirido do laboratério da Sigma-Aldrich® e do 4cido humico

extraido

Pelas analises estatisticas descritivas da produ¢do enzimatica de T. villosa
foi possivel notar que a producdo enzimatica para o ensaio com o acido himico da
enzima Lcc (figura 12) foi maior do que os outros indices encontrados nos ensaios com
o acido falvico.

Houve uma diminuigdo significativa da atividade da Lcc de T. villosa do 10°
para o 15° dia, assim como também uma queda brusca na produgio de LiP ¢ MnP, tanto
no 10° como no 15° (figura 13, 14). Minussi et al. (2001) em seu trabalho com enzimas
fingicas obteve resultados que mostraram baixa atividade das peroxidases, LiP ¢ MnP

para as 19 espécies de fungos utilizados.
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Figura 12: Determinacio das atividades enzimaticas (U.mL™") da Lacase de Trametes

villosa em todas as amostras do 10° e 15° dia.
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Figura 13: Determinacdo das atividades enzimaticas (U.mL™") da Lignina Peroxidase de

Trametes villosa em todas as amostras do 10° dia.
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Figura 14: Determinagio das atividades enzimaticas (U.mL™") da Manganés Peroxidase

de Trametes villosa em todas as amostras do 10° dia.

T. villosa foi quem obteve uma maior produgio de Lce de 3,48 UmL™' na

produgio para os ensaios com acido himico Sigma-Aldrich® e 2,61 UmL"' na

produgdo para os ensaios com o acido hiimico extraido se comparado com a produgdo

de P. sanguineus (figura 15) que produziu 3,28 U.mL™ para o ensaio com o é4cido

humico da Sigma-Aldrich® e 2,41 U.mL" produzido para o ensaio com acido htimico

extraido. De acordo com estudos realizados por Duarte (2009) a cepa de P. sanguineus

— CCT- 4518 e muito conhecida pela grande produ¢ado de Lcc.
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Ambos os fungos T. villosa e P. sanguineus obtiveram uma baixa produgio
de Lcc no 15°, isso pode ter ocorrido devido a concentragdo alta dos 4cidos o que pode
ter levado a uma intoxicacdo fliingica, pois a quantidade de nutrientes foi bastante alta.
Em relagdo a aspectos enzimaticos, hd poucas informagdes sobre as mudangas quimicas
e fisicas sofridas pelas substancias humicas durante a biodegradag¢do devido a sua
complexidade estrutural, isso faz com que a detec¢do analitica de suas mudancgas seja
extremamente dificil (Grinhut et al., 2007).

Nenhum dos resultados da produg@o enzimatica tanto da LiP como de MnP,
nos ensaios com acido humico extraido como para os ensaios com acido himico da
Sigma-Aldrich® foram significativos. As figuras 16, 17 mostram a producgdo de LiP e
MnP de P. sanguineus.

Steffem, (2003) em seu trabalho com algumas espécies de basidiomicetos
para degradagdo de substincias humicas concluiu que a degradag¢do resultou na
formagdo polar, de menor massa molecular de acidos fulvicos (AFs) e didxido de
carbono, e que a decomposi¢do dos acidos huimicos foi consideravelmente refor¢ada na
presenca de Mn”", papel de MnP. Diferente do que aconteceu em nossos ensaios, ja que
a produgdo de MnP foi baixa e provavelmente ndo colaborou para a degradacdo dos

acidos humicos.
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Figura 15: Determinagdo das atividades enzimaticas (U.mL"') da Lacase de

Pycnoporus sanguineus em todas as amostras do 10° e 15° dia.
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Figura 16: Determinacdo das atividades enzimaticas (U.mL™") da Lignina Peroxidase de

Pycnoporus sanguineus em todas as amostras do 10° dia.
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Figura 17: Determinagio das atividades enzimaticas (U.mL™") da Manganés Peroxidase

de Pycnoporus sanguineus em todas as amostras do 10° dia.

A predominancia de produgdo enzimadtica foi sem divida da enzima Lcc,
assim como na pesquisa de Jardim (2010) onde a enzima predominante em T. villosa e
P. sanguineus também foi a Lcc. Ja no trabalho realizado por Minussi (2002) a maior
atividade de Lcc foi obtida com o fungo Trametes versicolor cultivados em meio

liquido na presenca de xilidina e cobre como indutores.
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6.2.6 O crescimento da massa fungica

O crescimento e desenvolvimento da biomassa, apresentada nas figuras
seguintes mostra a formacdo em “pellets” e massa amorfa. As fotografias foram tiradas
no 15° dia de cultivo do fungo e estdo apresentadas nas figuras 18 e 19.

Observa-se que no Grupo de T. villosa ¢ P. sanguineus com presenga de
acido fulvico os “pellets” estdo pouco definidos e com formagdo de massa amorfa
(figura 19, 20).

Estes mesmos fungos com presenca de acido himico também apresentaram
massa micelial irregular, mas com aspectos mais definidos, havendo uma formagao
gelatinosa em torno do acido humico o que provocou uma coagulacdo do acido. Em
estudo de Jardim (2010) para remog¢do de acefato o fungo P. sanguineus teve maior
crescimento e desenvolvimento na presenga de acefato a 50%.

Ao final dos ensaios, é possivel notar que o sobrenadante apresentou
aspecto mais limpido. As amostras com presenca de acido humico (figura 21) ainda
apresentaram uma formacdo “gelatinosa” que envolveu o dcido humico como se um
coagulante produzido pelos fungos em presenca do acido humico.

Os fungos em estudo cresceram em temperatura de 28° C e em 15 dias, mas
segundo Garcia (2006), P. sanguineus cresce melhor a 37°C, atingindo um bom
crescimento ja no 5° dia. Talvez em maior temperatura os fungos em estudo teriam tido

um maior crescimento.
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Figura 18: Fotografias dos erlenmeyers contendo as amostras de Trametes villosa com

acido falvico de pH 3,0 (A), pH 5,0 (B), pH 7,0 (C) no 15° apds os ensaios no Shaker.
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Figura 19: Fotografias dos erlenmeyers contendo as amostras de Pycnoporus

sanguineus com acido falvico de pH 3,0 (A), pH 5,0 (B), pH 7,0 (C) no 15° apds os
ensaios no Shaker.

Figura 20: Fotografias dos erlenmeyers contendo as amostras de Trametes villosa com
acido humico extraido (A), Pycnoporus sanguineus com acido humico extraido (B), no

15°, apos os ensaios no Shaker.
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6.2.7 Resultados das analise com o espectrofotometro ultravioleta e visivel (UV-
Vis) para as amostras de P. sanguineus e T. villosa em presenca de acido fiilvico e

sua correlacio com a produc¢io enzimatica

Foram obtidos espectros de amostras utilizadas como controle que ndo
receberam acidos, tanto de P. sanguineus (figura 21) como de T. villosa para método de
comparacdo com outras amostras. Badis et al. (2009) utilizaram este procedimento em
seus estudos através da quantificagdo de acidos humicos em meio de cultura como a
degradacao (e, portanto, descoloragdo) dos acidos himicos e depois se mediu a taxa de
diminui¢do da absorbancia em comparagdo com as culturas ndo-inoculadas.

Os resultados das amostras de P. sanguineus em presenca de acido fulvico
em pH 3,0 (figura 22) para teste de degradagdo foram favoraveis, pois € possivel notar
pelos espectros obtidos no espectrofotometro que houve uma redugdo da absorbancia
em relacdo ao comprimento de onda na regido do UV como também da regido visivel. O
indice de percentual de remog¢do no primeiro trecho foi de 93%, sendo menor no
segundo trecho onde foram obtidos um indice percentual de 88%. Estudos realizados
por Steffen (2003) com fungos basidiomicetos para degradacdo de substincias himicas
indicam que basidiomicetos colonizam solos e estdo envolvidos no volume de himus
através da reciclagem de alta massa molecular das substancias hiimicas. A figura 23
mostra as diferencas entre o grafico da amostra do 10° dia sem o 4cido com o acido no
10° e com o acido no 15° dia.

Houve diminui¢do do espectro da amostra de P. sanguineus em presenga de
acido fulvico em pH 5,0 (figura 23) para teste de degradagdo, mas se comparado ao pH
3,0 a reducdo foi menor, foi encontrado um indice de percentual de remog¢do no
primeiro trecho de 69% e um indice percentual no segundo trecho de 25%. A amostra
contendo acido fulvico em pH 7,0, também apresentou uma diminui¢do da absorbancia
em relacdo ao comprimento de onda, mas essa diminuicdo foi mais significativa no
primeiro trecho dos espectro, onde foi encontrado indice de percentual de remog¢ao 60%.
No segundo trecho o indice percentual foi de 20% (figura 24).

Se correlacionarmos com a atividade enzimatica ¢ possivel notar que a
amostra de P. sanguineus que mais produziu Lcc foi a amostra de pH 3,0 sendo também
aquela que apresentou maior diminui¢do do espectro do 10° para o 15° dia e apresentou
maior indice percentual de remog¢ao. Sendo a Lce portanto responsavel pela diminuig¢ao

da cor desta amostra, pois segundo Maciel et al., (2010) as Lccs possuem um poder de
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descoloragdao muito grande sendo usada em certos processos para melhorar ou modificar
a aparéncia de cor de alimento ou bebida para a eliminagdo de compostos fendlicos
indesejaveis, responsavel pelo escurecimento da cerveja, a formagcdo de névoa e

turbidez em suco de fruta claro, e vinho.
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Figura 21: Espectros de ultravioleta e visivel (UV-vis) das amostras de Pycnoporus
sanguineus para controle no 10° dia antes de colocar agua destilada e autoclavada (A) ,
com agua autoclavada no 10° dia (B) e com dgua autoclavada no 15°(C) dia

respectivamente.
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Figura 22: Espectros de ultravioleta e visivel (UV-vis) das amostras de Pycnoporus

sanguineus sem o acido flvico em pH 3,0 no 10 ° dia (A) o com acido fulvico em pH

3,0 no 10° dia (B) e com a presenga de acido fulvico em pH 3,0 no 15° dia (C).
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Figura 23: Espectros de ultravioleta e visivel (UV-vis) das amostras de Pycnoporus
sanguineus sem o acido falvico em pH 5,0 no 10 ° dia (A) com acido falvico em pH 5,0

no 10 ° dia (B) e com a presenca de acido fulvico em pH 5,0 no 15° dia (C).
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Figura 24: Espectros de ultravioleta e visivel (UV-vis) das amostras de Pycnoporus
sanguineus sem o acido falvico em pH 7,0 no 10 ° dia (A) com acido falvico em pH 7,0

no 10 ° dia (B) e com a presencga de acido fulvico em pH 7,0 no 15° dia (C).

As analises realizadas nas amostras de controle de T. villosa (figura 25)
mostraram um aumento da absorbdncia em relacdo ao comprimento de onda das
amostras do 15° dia, se comparadas com aquelas amostras obtidas no 10° dia. Isso pode
ter ocorrido devido a alguma substidncia produzida pelo fungo como pigmentos ou
outros residuos derivado do fungo.

Os resultados com o T .villosa em presenca de acido fulvico com pH 3,0
(figura 26) para teste de degradacdo foram extremamente favoraveis, Minussi et al.
(2001) encontrou resultados semelhantes com T. villosa onde observou se a atividade de

Lcc em placas para descoloragio.
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Os resultados com o T .villosa em presenca de acido fulvico com pH 3,0
foram significativos, assim como ocorreu com P. sanguineus nas mesmas condigdes.
Houve reducdo maior do espectro no primeiro trecho, que atingiu um indice de
percentual de remog¢do de 52%, ja no segundo trecho indice percentual de remogdo foi
menor onde foi obtido 38%. A redugdo da absorbancia em relagdo ao comprimento de
onda, aconteceu principalmente na regido entre 200 ¢ 400 nm. J& na amostra de T.
villosa em presenga de acido fulvico de pH 5,0 (figura 27). O indice de percentual de
remog¢do no primeiro trecho foi de 65 % e no segundo trecho o indice percentual foi de
55%.

Nas amostras analisadas de T. villosa com acido de pH 7,0 (figura 28) a
redugdo na absorbancia em relacdo ao comprimento de onda obtiveram um percentual
de remocdo parecidos com um indice de percentual de remog¢@o no primeiro trecho de
44%, e no segundo trecho de 42%.

Esses resultados podem ocorridos em conseqiiéncia do pH da solugéo obtida
juntamente com o acido fulvico em estudo ou provenientes da quantidade de dias
(somente 15 dias) em que o fungo ficou em contato com a solug¢do contendo o acido a
28° C, o que pode ter melhorado a atuagdo fungica no processo de degradacdo das
solugdes acidas em diferentes pHs. Badis et al. (2009) em um dos seus trabalhos com
actiomicetos conseguiram a maxima descoloracdo de agua com substincias himicas em

28 dias a 30°C com cultura sob agitacio.
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Figura 25: Espectros de ultravioleta e visivel (UV-Vis) das amostras de Trametes
villosa para controle sem agua no 10 ° dia (A) com agua autoclavada no 10 ° dia (B)

com agua autoclavada 15° dia (C).
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Figura 26: Espectros de ultravioleta e visivel (UV-Vis) das amostras de Trametes
villosa sem o acido fulvico em pH 3,0 no 10 ° dia (A) com acido fulvico em pH 3,0 no

10 ° dia (B) e com a presencga de acido fulvico em pH 3,0 no 15° dia (C).
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Figura 27: Espectros de ultravioleta e visivel (UV-Vis) das amostras de Trametes

villosa sem o acido fulvico em pH 5,0 no 10 ° dia (A) com acido fulvico em pH 5,0 no

10 ° dia (B) e com a presencga de acido fulvico em pH 5,0 no 15° dia (C).
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Figura 28: Espectros de ultravioleta e visivel (UV-Vis) das amostras de Trametes
villosa sem o acido fulvico em pH 7,0 no 10 ° dia (A) com acido fulvico em pH 7,0 no

10 ° dia (B) e com a presenga de acido fulvico em pH 7,0 no 15° dia (C).

Os fungos de decomposi¢@o branca poderiam aumentar sua producio enzimatica,
caso ficassem em um maior periodo em contado com as SHs, pois seria permitido uma
maior adaptabilidade destes fungos ao substrato. Segundo Onneby, Jonsson e Stenstron
(2010), provaram em seus estudos que a degradacdo pode ser total, quando os
microrganismos estdo adaptado ao ambiente, dai a importdncia do isolamento dos

microrganismos de locais contaminados, com as substancias que se pretende estudar.
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6.2.8 Analises de ultravioleta e visivel para as amostras de fungos em presenca de

acido humico e as correlacdes com a suas producdes enzimaticas.

Para interpreta¢do dos resultados, as andlises das amostras do 10° dia em
presenca dos acidos htimicos da Sigma-Aldrich® e extraido foram comparados com as
analises espectrofotométrica do 15° dia. Este método de comparacdo serve como
medida indireta de degradacdo pois se ha a diminui¢do da absorbancia em relacdo ao
comprimento de onda ha indicios da diminuicdo de cor e conseqiientemente da
degradacdo das substancias em estudo. Assim como Badis et al. (2009) que em seu
trabalho com substancias hiimicas compararam as estruturas iniciais e finais de SHAs
ap6s incubacdo (28 dias), e com as mudangas estruturais no espectro e produtos
metabolito analisados por HPLC. Os espectros foram utilizados como indicativos da
capacidade de actiomicetos em degradar substancias himicas e desempenhar um papel
na degradac¢do da lignina e diminuir o volume de humus em solos locais.

Os resultados das analises de Ultravioleta e visivel (UV-Vis) das amostras
contendo o P. sanguineus (figura 29) em presenca de acido hiimico da Sigma-Aldrich®
para teste de absorbdncia se mostraram favoraveis, havendo mudanca nos espectros do
10° para o 15° dia, havendo uma redug@o da absorbancia em relagdo ao comprimento de
onda das regides do UV como também da regido visivel, de forma suave sem nenhuma
queda brusca da absorbancia. O indice de percentual de remogdo no primeiro trecho foi
de 44%, e de 38% no segundo trecho.

Esses resultados ja eram esperados, pois ha muitos relatos na bibliografia,
sobre a capacidade degradativa destes fungos e principalmente de P. sanguineus, como
no estudo de Machado et al. (2006) estudaram a capacidade degradativa de corantes de
industria té€xtil por basidiomicetes, ¢ apontou Trametes versicolor e P. sanguineus como
alternativas na biorremediacdo de cor de efluentes.

Ja em presenca do acido humico extraido (figura 30) a diminui¢do no
espectro da absorbancia do 10° para o 15° dia ocorreu entre as regides 400 a 800 nm. O
indice de percentual de remogdo no primeiro trecho foi insignificante, ja que este indice
apresentou um valor menor que 1%, sendo maior no segundo trecho onde foi obtido um
indice percentual de 42%. Isso condiz com a producdo enzimatica da Lcc do 10° dia que

foi mais alta nas amostras que receberam o 4cido himico da Sigma-Aldrich®.
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Pelos resultados estatisticos fica claro que tanto a LiP como a MnP nao
interferiram nestes resultados, ja que sua producdo foi muito baixa em todos os testes,

principalmente nos ensaios com os acidos humicos.
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Figura 29: Espectros de ultravioleta e visivel (UV-Vis) das amostras de Pycnoporus
sanguineus sem o acido humico da Sigma-Aldrich® no 10 ° dia (A) com acido hiimico

da Sigma-Aldrich® no 10 ° dia (B) com acido hiimico da Sigma-Aldrich® no 15° dia
(©).
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Figura 30: Espectros de ultravioleta e visivel (UV-Vis) das amostras de Pycnoporus
sanguineus sem acido himico extraido no 10 ° dia (A) com dcido htimico extraido no 10

¢ dia (B) com acido humico extraido no 15° dia (C).

Nos resultados das analises de ultravioleta e visivel de T. villosa (figura 31,
32) em presenca de acido hiimico da Sigma-Aldrich® para teste de remogdo se
mostraram satisfatorios assim como a produ¢do enzimdtica do 10° das amostras deste
fungo. O desempenho na diminui¢do da absorbancia em relacdo ao comprimento de
onda em presenca do 4cido humico da Sigma-Aldrich® e em presenga do 4dcido humico
extraido foram satisfatorias, pois € possivel verificar nos espectros do 10° para o 15° dia
uma queda considerdvel na absorbancia em funcdo do comprimento de onda,
principalmente na regido do segundo trecho que corresponde 400 a 800 nm. O indice de

percentual de remoc¢do no primeiro trecho foi de 17% e de 56% no segundo trecho.
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As amostras de T. villosa com o acido htmico extraido (figura 32)
obtiveram uma diminui¢do notavel da absorbancia nos espectros do 10° para o 15° dia.
E como o relatado com o acido himico da Sigma-Aldrich®, houve uma diminui¢do
consideravel no segundo trecho maior que no primeiro. Os Resultados foram
compativeis com a producdo enzimatica da Lcc obtidas na produg@o enzimatica do 10°
dia. O indice de percentual de remog¢do no primeiro trecho foi de 33% e de 42% no

segundo trecho.
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Figura 31: Espectros de ultravioleta e visivel (UV-Vis) das amostras de Trametes
villosa sem o acido htimico da Sigma-Aldrich® no 10 ° dia (A) com acido hiimico da

Sigma-Aldrich® no 10 ° dia (B) com &cido hiimico da Sigma-Aldrich® no 15° dia (C).
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Figura 32: Espectros de ultravioleta e visivel (UV-Vis) das amostras de Trametes
villosa sem o acido humico extraido no 10 ° dia (A) com acido humico extraido no 10 °

dia (B) com acido humico extraido no 15° dia (C).

6.2.9 Teste de adsorcio por T. villosa e P. sanguineus com o acido falvico

Os testes de adsor¢do foram realizados com intuito de verificar se os fungos
em estudos degradaram ou adsorveram os acidos humicos e falvicos durante os ensaios,
pois conforme estudos de Silva e Fay (2004), o processo de degradacdo depende dos
microrganismos envolvidos e sdo diferentes as reagdes e transformagdes catalisadas por
estes. Com o processo de autoclavagdo realizados nos ensaios foi possivel paralisar

essas reagdes que promovem a degradacdo e por isso sendo necessario o teste de
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adsor¢do como contraprova de que o fungo adsorveu e ndo se utilizou da atividade
enzimatica para a degradagao dos acidos humicos e fulvicos.

Todos os testes de adsor¢do foram feitos com fungos que cresceram € no
10° dia foram levados a autoclave. Os graficos abaixo obtidos a partir do exame de
ultravioleta e visivel de P. sanguineus para o pH 3,0 mostram que ndo houve grande
adsor¢do, pois ao observar a figura 33, no 10° e 15° dia nota-se pequena diminui¢do na
absorbancia em fun¢@o do comprimento de onda, neste caso o acido em estudo era o
acido fulvico. o indice de percentual de adsor¢do no primeiro trecho foi de 6% e de
13% no segundo trecho.

Claus e Filip (1998) em seu trabalho com degradacdo das substincias
himicas com fungos obtiveram resultados com até 60% de capacidade de degradacdo
das substancias humicas. No entanto, a exata quantificacdo do grau de degradagido foi

dificil por causa da adsor¢@o da matéria himica em micélio dos fungos.
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Figura 33: Espectros de ultravioleta e visivel (UV-Vis) das amostras de Pycnoporus
sanguineus autoclavado com acido fulvico em pH 3,0 no 10°(A) e 15°B) dia

respectivamente.

Para as amostras de T. villosa nas mesmas condi¢des houve uma redugio
maior na absorbancia em fun¢do do comprimento de onda. O indice de percentual de
adsor¢do foi um pouco maior no primeiro trecho onde foi encontrado 43% e de 40% no

segundo trecho (figura 34).
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Figura 34: Espectros de ultravioleta e visivel (UV-Vis) das amostras de Trametes
villosa autoclavado ¢ adicionado o acido fulvico em pH 3,0, no 10° e 15° dia

respectivamente.

Diferente do que aconteceu as amostras de P. sanguineus com acido fulvico
em pH 3,0 para o teste de adsor¢@o as amostras de P. sanguineus com acido fulvico em
pH 5,0 apresentaram uma redu¢@o da absorbancia em relagdo ao comprimento de onda,
mas somente no primeiro trecho, conforme figura 35. O indice de percentual de

adsor¢do no primeiro trecho foi de 40%.
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Figura 35: Espectros de ultravioleta e visivel (UV-Vis) das amostras de Pycnoporus
sanguineus autoclavado e adicionado o acido fulvico em pH 5,0, no 10°(A) e 15°(B) dia

respectivamente.
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Nos resultados dos espectros das amostras de T. villosa em presenca de
acido falvico em pH 5,0 para o Teste de Adsor¢do percebe-se que houve reducdo da
absorbancia em relagdo ao comprimento de onda na da regido do UV e também na
regido visivel. O indice de percentual de adsor¢do foram matematicamente iguais, sendo
67% no primeiro trecho e 68% no segundo trecho.A figura 36 mostra as diferencas entre

o grafico da amostra do 10° dia com o grafico do 15° dia.
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Figura 36: Espectros de ultravioleta e visivel (UV-Vis) das amostras de Trametes
villosa autoclavado com 4acido falvico em pH 5,0 no 10°(A) e 15°B) dia

respectivamente.

Para as amostras de P. sanguineus autoclavado no 10° dia e depois colocado
em presenca de acido fulvico em pH 7,0 (figura 37) a adsor¢do aconteceu, mas nao tao
evidente como a que ocorreu na amostra do mesmo fungo autoclavado no 10° dia e que
recebeu o acido fulvico em pH 5,0. O indice de percentual de adsor¢do no primeiro
trecho foi de 26% ¢ ndo foi significativo no segundo trecho, pois percentual de

adsor¢do ndo atingiu a 1%.
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Figura 37: Espectros de ultravioleta e visivel (UV-Vis) das amostras de Pycnoporus
sanguineus autoclavado e adicionado o acido fulvico em pH 7,0 no 10° e 15° dia

respectivamente.

A figura 38, mostra graficos de espectro de T. villosa autoclavado em pH
7,0, onde a diminui¢do do espectro da absorbancia em relagio ao comprimento de onda,
foi baixa, onde foi encontrado um indice de percentual de adsor¢ao de somente 15% no

primeiro trecho foi de 13% no segundo trecho.
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Figura 38: Espectros de ultravioleta e visivel (UV-Vis) das amostras de Trametes
villosa autoclavado e adicionado o acido falvico em pH 7,0 no 10°(A) e 15°(B) dia

respectivamente

Os resultados conforme mostram as figuras 35 e 36, onde o acido fulvico
em pH 5,0 tanto em presenga do P. sanguineus como de T. villosa ¢ mais facilmente

adsorvido pela massa fungica.
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Todos estes espectros mostram que houve pequena adsor¢do. Ao contrario
dos espectros realizados para teste de adsorcdo os espectros realizados sem a
autoclavagdo, mostram uma maior diminui¢cdo na absorbancia combinados com uma
maior atividade enzimatica, pois conforme Rezende (2005) o potencial de
biodegradagdo dos microrganismos esta relacionado a sua atividade enzimatica. E
segundo Machado et al. (2005), os fungos de decomposicdo branca degradam devido a
producdo de um sistema multienzimatico, como as enzimas Lcc, LiP e MnP; aqui
analisadas nos ensaios. Enzimas estas que ndo estavam presentes nos testes de adsor¢do

devido ao processo de esterilizacdo utilizando a autoclave.

6.2.10 Teste de adsorcio por P. sanguineus e T. villosa com o acido himico da

Sigma-Aldrich® e o acido humico extraido

As figura 39 a 42 mostram graficos obtidos dos espectros de P. sanguineus
e T. villosa ambos autoclavados; as primeiras em presen¢a de acido himicos da Sigma-
Aldrich® e as demais com o acido humico extraido.

Em alguns dos casos ndo houve diminui¢do da absor¢do em fungdo do
comprimento de onda do 10° dia para o 15° dia, havendo um pequeno aumento da
absorbancia em relacdo ao comprimento de onda. Ao retirar a amostra da autoclave
percebeu-se que toda massa fingica se desfez, provavelmente o calor tenha desfeito
algumas ligagdes macromoleculares da massa fungica e liberado alguns residuos, seria
uma hipdtese, ja que esta situagdo ao ser avaliada no espectro causaria dificuldade na
passagem da luz interferindo nos resultados. O que provavelmente ocasionou o aumento
na absorbancia em fun¢do do comprimento de onda. Como o que ocorreu nas figuras
39,41, 42.

S6 houve adsor¢do nas amostras de T. villosa autoclavado com acido
himico da Sigma-Aldrich® onde foi encontrado um indice de percentual de adsorgéo de

26% no primeiro trecho e de 35% no segundo trecho como mostrado na figura 40.
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Figura 39: Espectros de ultravioleta e visivel (UV-Vis) das amostras de Pycnoporus
sanguineus autoclavado com acido hiimico da Sigma-Aldrich® no 10°(A) e 15°(B) dia

respectivamente
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Figura 40: Espectros de ultravioleta e visivel (UV-Vis) das amostras de Trametes
villosa autoclavado com acido humico da Sigma-Aldrich® no 10°(A) e 15°(B).
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Figura 41: Espectros de ultravioleta e visivel (UV-Vis) das amostras de Pycnoporus

sanguineus autoclavado com acido humico extraido no 10°(A) e 15°(B).
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Figura 42: Espectros de ultravioleta e visivel (UV-Vis) das amostras de Trametes

villosa autoclavado com acido himico extraido no 10°(A) e 15°(B).

6.3 PRODUCAO ENZIMATICA E A UTILIACAO DO REATOR ESTATICO (JAR
TEST)

6.3.1 Resultado da producido enzimatica com a utilizacio do reator estatico (Jar

Test) das amostras de P. Sanguineus e T. villosa

Todas as andlises estatisticas descritivas da producdo enzimatica de P.
sanguineus e T. villosa na utilizagdo em reator estatico (Jar Test) encontram-se no

Apéndice A.



103

A produgdo de Lce (figura 43) pelo P. sanguineus na utilizagdao do Jar Test
com o 4cido falvico no 10° dia foi de 1,84 U.mL™, esse valor foi o maior que aquele
produzido pelas mesmas cepas nos ensaios com o acido fulvico na incubadora agitadora
Shaker. J4 a producdo enzimatica da LiP e MnP (figura 43) produzidos por P.
sanguineus foram baixos assim como outros resultados obtidos nos outros ensaios para
o acido fulvico e humico. A produgdo enzimatica de Lcc pelo P. sanguineus para o

. O I . 7, . . -1
ensaio com o acido humico em reator estatico foi maior com 2,84 U.mL" (figura 44).
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Figura 43: Determinacio das atividades enzimaticas (U.mL™') de Pycnoporus

sanguineus de todas as amostras do 10° dia e 24h nos testes com o acido falvico.
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Figura 44: Determinacio das atividades enzimaticas (U.mL™') de Pycnoporus

sanguineus de todas as amostras do 10° dia e 24h nos testes com o acido himico.

Ja a produgdo enzimatica de Lce T. villosa (figura 45) para ensaios com o
acido falvico no 10° dia foi de 2,12 U.mL™" esse valor foi um pouco maior que aquele

produzido pelas mesmas cepas nos ensaios do 4acido himico no Jar Test de 2,02 U.mL™.
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Se comparados com outros trabalhos que se utilizaram de indutores, a produgdo obtida
em nosso trabalho foi baixa, talvez devido a grande dilui¢do do meio de cultura
utilizado. As Lccs extracelulares de basidiomicetos sdo produzidos apenas em pequenas
quantidades. Portanto, ¢ importante aumentar a produtividade do processo quando sua
utilizagdo € voltada a potenciais aplicagdes industriais (FLORES et al., 2009)

As produgdes enzimaticas da LiP e MnP produzidos também foram baixas
(figura 45). A produgdo enzimatica da Lcc nos ensaios com T. villosa com o acido

humico (figura 46) no 10° dia foi de 2,02 U.mL™.
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Figura 45: Determinagdo das atividades enziméticas (U.mL™") de Trametes villosa de

todas as amostras do 10° dia e 24h nos testes com o acido fulvico.
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Figura 46: Determinagio das atividades enzimaticas (U.mL") de Trametes vilosa de

todas as amostras do 10° dia e 24h nos testes com o acido humico.
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Em todos os experimentos no reator estatico (Jar Test) ¢ possivel notar
também a queda da producdo enzimatica apds 24 horas do fungo em contato com os
acidos. Esta queda foi notada nos ensaios com o acido humico no Jar Test como
também com o acido fulvico. Nos estudos de Hirai et al. (2004), as enzimas lignoliticas
de fungos de decomposi¢do branca, sdo promissoras na degradacdo de xenobioticos.
Esses autores verificaram com a enzima extracelular MnP, na presenca de mediadores
enzimaticos uma remog¢ao de 60% da concentracio inicial em 24 horas de tratamento,
sendo este o melhor tratamento alcangado na sua pesquisa, mas no entanto foi notada a
formacgdo de metabolitos, o que ndo ¢ interessante no tratamento de agua, pois os
mediadores enzimaticos podem ser toxicos € ocasionar problemas nas etapas seguintes

ao tratamento se as enzimas forem utilizadas para o pré-tratamento.

6.3.2 Resultados de espectrofotometria de Ultravioleta e visivel (UV-vis) dos

experimentos em reator estatico (Jar Test)

Nos espectros obtidos a partir do exame de UV-vis de T. villosa e de P.
sanguineus com o acido fulvico nos experimentos no Jar Test (figuras 48, 49) nota-se
diminui¢@o na absorbancia em fun¢do do comprimento de onda, neste caso o acido em
estudo era o acido fulvico.

A diminui¢do da absorbancia em fun¢do do comprimento de onda dos
espectros de P. sanguineus em presenga de acido fulvico, pode ser visto e comprovado
através da diminuicdo da “cor” da agua, cor esta provocada pela presenga de acido
falvico também observada a olho nu durante a utilizagdo do reator estatico (Jar Test) e

pelas fotografias obtidas (figura 47).
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Figura 47: Fotografias da utilizacdo do Jar Test contendo as amostras de Trametes
villosa com acido falvico e Pycnoporus sanguineus; (A) os dois primeiros jarros sdo de
Trametes villosa, e os dois tltimos de Pycnoporus sanguineus (A) — fotografia da
utilizagdo do Jar Test (B) fotografias do final do uso do Jar Test (30 min. depois do
inicio do experimento) o primeiro jarro com as amostras de Trametes villosa e o

segundo com amostras contendo Pycnoporus sanguineus.

Conforme figura abaixo as amostras de P. sanguineus com acido fulvico
obtiveram um indice percentual de remoc¢do no primeiro trecho de 53% em comparagao
com as amostras apresentadas no final dos experimentos e as amostras apresentadas
depois de 10 min. de decantacdo, também foi encontrado um indice percentual de
remog¢do de 76% no primeiro trecho em relacdo as amostras obtidas depois de 24h da
finalizacdo do experimento. Ja no segundo trecho os indices de remocao foram de 42%
em comparagdo com as amostras apresentadas no final dos experimentos e as amostras
apresentadas depois de 10 min. de decantagdo, e de remocdo de 92% no segundo trecho
em relag@o as amostras obtidas depois de 24h da finaliza¢do do experimento. Resultados

apresentados na figura 48.
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Figura 48: Espectros de ultravioleta e visivel (UV-Vis) das amostras de Pycnoporus
sanguineus com acido falvico no 10° dia, apods a utilizagdo do reator estatico (Jar Test)
(A), apos 10 min. da finalizagao dos experimentos (B) e 24 horas ap6s o finalizagdo dos

experimentos com o reator estatico (Jar Test) (C).

As amostras de T. villosa com o acido fulvico, obtiveram um indice
percentual de remocdo no primeiro trecho de 44% em comparacdo com as amostras
apresentadas no final dos experimentos e as amostras apresentadas depois de 10 min. de
decantagdo, também foi encontrado um indice percentual de remocdo de 67% no
primeiro trecho em relagdo as amostras obtidas depois de 24h da finaliza¢do do
experimento. J4 no segundo trecho os indices de remog¢do foram de 43% em
comparacdo com as amostras apresentadas no final dos experimentos ¢ as amostras
apresentadas depois de 10 min. de decantacdo, e de remogdo de 71% no segundo trecho
em relacdo as amostras obtidas depois de 24h da finalizagcdo do experimento. Resultados

apresentados na figura 48.
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Figura 49: Espectros de ultravioleta e visivel (UV-Vis) das amostras de Trametes

villosa com 4cido falvico no 10° dia (A), apos a utilizagdo do reator estatico (B) e 24

horas apds a utilizag@o do reator estatico (C).

A producdo enzimética para os testes com o acido humico tanto de P.

sanguineus como de T. villosa foram promissoras, mas nitidamente pelas fotografias

(figura 50) e pelos espectros (figura 51, 52) a diminui¢do da absorbancia em fun¢do do

comprimento de onda foi maior em T. villosa em presenca de acido humico, isso

também pode ser visto a olho nu durante os experimentos.
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Figura 50: Fotografias dos experimentos em reator estatico (Jar Test) contendo as
amostras de Trametes villosa com acido himico e Pycnoporus sanguineus; (A) os trés
primeiros jarros sdo de Trametes villosa, e os trés ultimos Pycnoporus sanguineus (A) —
fotografia no momento do experimento, (B) fotografia do final do experimento em
reator estatico (Jar Test) (30 min. depois do inicio do ensaio) (C) fotografia comparando
o primeiro jarro com as amostras de Trametes villosa ¢ o segundo com amostras
contendo Pycnoporus sanguineus no final do experimento em reator estatico (Jar Test)

(30 min. depois do inicio do experimento).

As amostras de P. sanguineus em experimentos com acido humico extraido
obtiveram um indice percentual de remogdo no primeiro trecho de 68% em comparagio
das amostras apresentadas na final dos experimentos em Jar Test e as amostras
apresentadas depois de 10 min. de decantacdo e um indice percentual de remogdo de
77% no primeiro trecho em relagdo as amostras obtidas depois de 24h da finalizagdo do
experimento. J4 no segundo trecho os indices de remog¢do foram de 71% em
comparagdo com as amostras apresentadas no final dos experimentos e as amostras
apresentadas depois de 10 min. de decantagdo, e de remogdo de 86% no segundo trecho
em relacdo as amostras obtidas depois de 24h da finalizagcdo do experimento. Resultados

apresentados na figura 51.
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Figura 51: Espectros de ultravioleta e visivel (UV-Vis) das amostras de Trametes
villosa com acido humico extraido no 10° dia apds experimento em reator estatico (Jar
Test) (A), 10 min. apds o final do experimento (B) e 24 horas apo6s o final do

experimento (C) em Jar Test respectivamente.

As amostras de P. sanguineus em &acido himico extraido obtiveram um
indice percentual de remoc¢@o no primeiro trecho de 48% em comparagdo das amostras
apresentadas no final dos experimentos com as amostras apresentadas depois de 10 min.
de decantacdo, também foi encontrado um indice percentual de remocdo de 57% no
primeiro trecho em relagdo as amostras obtidas depois de 24h da finalizacdo do
experimento. J& no segundo trecho os indices de remog¢do foram de 22% em
comparagdo das amostras apresentadas no final dos experimentos e as amostras

apresentadas depois de 10 min. de decantagdo e um percentual de remogdo de 56% no
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segundo trecho em relacdo as amostras obtidas depois de 24h da finalizacdo do

experimento. Resultados apresentados na figura 52.
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Figura 52: Espectros de ultravioleta e visivel (UV-Vis) das amostras de Pycnoporus
sanguineus com acido humico extraido no 10° dia apds experimento em reator estatico
(Jar Test) (A), apds 10 min. da finalizagdo dos experimentos (B) e 24 horas ap6s o final

do experimento em reator estatico (C) respectivamente.
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7 CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Perante os resultados obtidos na parte experimental e das correlagdes com as
informacdes pré-existentes, consideram-se que os fungos do presente estudo apresentam

potencial de degradacdo e de adsor¢@o das substancias humicas presentes na agua.

Outras conclusdes especificas a seguir:

1. Pelas andlises de espectroscopia no infravermelho os acidos humicos extraidos
apresentaram grupos carboxilicos, alquilicos, aromaticos, alcodlicos, fenolicos e

carboidratos;

2. O método de extracdo utilizado foi eficaz nas extragdes dos acidos humicos e

fulvicos;

3. A enzima predominante em todas as espécies fungicas utilizadas foi a Lcc;

4. O T. villosa na maioria dos experimentos obteve maior produgdo enzimatica

chegando a uma maior produgéo de 3,48 U.mL™;

5. O T. villosa nos indices percentuais de remogdo foi o que obteve maior

uniformidade nos resultados obtendo resultados mais constantes;

6. P. sanguineus nos indices percentuais de remogdo foi o que obteve um indice
percentual maior de remoc¢do, com um indice de 92% no segundo trecho resultado
que ocorreu de forma isolada, perante os demais resultados encontrados nos calculos
de indices percentuais de remog¢do nos experimentos na Incubadora Shaker em testes

com os acidos em estudo;

7. T. villosa foi também o fungo que apresentou maior adsor¢do em comparagdo com
P. sanguineus, o que foi visivelmente comprovado pelos espectros de UV-vis e
chegou a obter um indice percentual de adsor¢do nos experimentos em Incubadora

Shaker para Teste de Adsor¢do obtendo um indice percentual de 68% de adsorcio;
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T. villosa foi o fungo que apresentou maior freqii€éncia de maiores indices
percentuais de remog¢do em comparag¢do com P. sanguineus em reator estatico, o que
foi visivelmente comprovado pelos espectros de UV-vis e chegando a obter um
indice de remoc¢do depois de 24 horas do final do experimentos de 86%, P.
sanguineus obteve uma remo¢do em um experimento no segundo trecho de 92%,
percentual que ocorreu somente em um dos experimentos ndo sendo um resultado
constante;

T. villosa se mostrou em todos os ensaios o maior produtor de Lcc isso pode ser

comprovado observando pela produgdo enzimatica da Lcc em todos os ensaios;

Os fungos nos ensaios feitos no Jar Test funcionaram como um agente coagulante.

Para complementacdo dos resultados obtidos e continuidade da pesquisa,

recomenda-se:

1.

Utilizar o acido fulvico e himico em outras concentragdes;

2. Analisar as amostras coletadas tanto nos ensaios da incubadora agitadora (Shaker),

quanto nos ensaios em reator estatico (Jar Test) e aplicar o método de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa a fim de determinar
quantitativamente a porcentagem de degradacdo ou transformagio das substancias

humicas e fulvicas; analise ndo realizada por falta de infraestrutura tecnoldgica;

Desenvolver estudos de aplicabilidade de fungos no tratamento de agua com

presencga de acidos humicos e fulvicos;

Recomenda-se a utilizagdo de meio de cultura mais concentrado, para uma maior
producdo enzimatica, o que pode melhorar o desempenho na degradagdo dos

acidos em estudo;
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Atividades Enzimaticas
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Quadro A — 01: Atividade enzimatica do Pycnosporus sanguineus com acido falvico.

Lcce pH 3,0/ frasco 1 Lcce pH 3,0/ frasco 2 Lcce pH 3,0/ frasco 3
sem AF | com AF sem AF | com AF sem AF | com AF
U/mL [10° 15° U/mL [10° 15° U/mL [10° 15°
1,824 0,107 1,959 0,059 0,992 0,050
1,959 0,050 2,097 0,289 1,884 0,035
Med | 1,8915 0,0785 Med 2,028 0,174 Med 1,438 0,0425
Lcce pH 5,0/ frasco 1 Lcc pH 5,0/ frasco 2 Lcce pH 5,0/ frasco 3
sem AF | com AF sem AF | com AF sem AF | com AF
U/mL [10° 15° U/mL [10° 15° U/mL [10° 15°
1,472 0,062 1,264 0,016 1,577 0,025
1,369 0,045 1,406 0,029 2,586 0,055
Med | 1,4205 0,0535 Med 1,335 0,0225 Med | 2,0815 0,04
Lcc pH 7,0/ frasco 1 Lcc pH 7,0/ frasco 2 Lcce pH 7,0/ frasco 3
sem AF | com AF sem AF | com AF sem AF | com AF
U/mL [10° 15° U/mL [10° 15° U/mL [10° 15°
1,209 0,007 1,564 0,016 1,200 0,020
1,197 0,059 1,39 0,072 1,455 0,097
Med 1,203 0,033 Med 1,477 0,044 Med | 1,3275 0,0585
LiP pH 3,0/ frasco 1 LiP pH 3,0/ frasco 2 LiP pH 3,0/ frasco 3
sem AF | com AF sem AF | com AF sem AF | com AF
U/mL |10° 15° U/mL |15° U/mL [10° 15°
0,39 0,0 0,39 0,003 0,23 0,002
0,32 0,0 0,31 0,001 0,30 0,001
Med 0,355 0,0 Med 0,35 0,002 Med 0,265 | 0,0015
LiP pH 5,0/ frasco 1 LiP pH 5,0/ frasco 2 LiP pH 5,0/ frasco 3
sem AF | com AF sem AF | com AF sem AF | com AF
U/mL [10° 15° U/mL |15° U/mL [10° 15°
0,40 0,001 0,36 0,001 0,31 0,001
0,37 0,000 0,43 0,001 0,38 0,002
Med 0,385 0,001 Med 0,395 0,001 Med 0,345 | 0,0015
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Quadro A — 01: Atividade enzimatica do Pycnoporus sanguineus com acido fulvico
(continuagdo...)

LiP pH 7,0/ frasco 1 LiP pH 7,0/ frasco 2 LiP pH 7,0/ frasco 3
sem AF | com AF sem AF | com AF U/mL |sem AF | com AF
10° 15° U/mL | 15° 10° 15°

0,24| 0,0010 0,30 0,000 0,31 0,001
0,29 0,0000 0,37 0,002 0,41 0,000
Med 0,265 | 0,0005 Med 0,335 0,001 Med 0,36 0,0005

MnP pH 3,0/ frasco 1 MnP pH 3,0/ frasco 2 MnP pH 3,0/ frasco 3
sem AF | com AF sem AF | com AF sem AF | com AF

U/mL [10° 15° U/mL [10° 15° U/mL [10° 15°

0,34 0,000 0,43 0,0 0,23 0,0
0,42 0,000 0,41 0,0 0,21 0,0
Med 0,38 0,0 Med 0,42 0,0 Med 0,22 0,0

MnP pH 5,0/ frasco 1 MnP pH 5,0/ frasco 2 MnP pH 5,0/ frasco 3
sem AF | com AF sem AF | com AF sem AF | com AF

U/mL [10° 15° U/mL [10° 15° U/mL [10° 15°

0,22 0,000 0,21 0,001 0,13 0,00
0,45 0,002 0,11 0,000 0,32 0,00
Med 0,335 0,001 Med 0,16 0,0005 Med 0,225 0

MnP pH 7,0/ frasco 1 MnP pH 7,0/ frasco 2 MnP pH 7,0/ frasco 3
sem AF | com AF sem AF | com AF sem AF | com AF

U/mL [10° 15° U/mL [10° 15° U/mL [10° 15°

0,24 0,0 0,24 0,0 0,31 0,001
0,29 0,0 0,35 0,0 0,42 0,000
Med 0,265 0 Med 0,295 0 Med 0,365 | 0,0005
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Quadro A - 02: Atividade enzimatica do Trametes villosa com acido fulvico.

Lce pH 3,0/ frasco 1 Lcc pH 3,0/ frasco 2 Lcce pH 3,0/ frasco 3
sem AF | com AF sem AF | com AF sem AF | com AF
U/mL 10° 15° U/mL [10° 15° U/mL [10° 15°
2,04 0,033 3,12 0,024 2,45 0,034
2,1 0,031 2,13 0,021 1,980 0,026
Med 2,07 0,032 Med 2,625 | 0,0225 Med 2,215 0,030
Lce pH 5,0/ frasco 1 Lcc pH 5,0/ frasco 2 Lcc pH 5,0/ frasco 3
sem AF | com AF sem AF | com AF sem AF | com AF
U/mL 10° 15° U/mL [10° 15° U/mL [10° 15°
1,76 0,007 2,17 0,023 3,35 0,014
3,23 0,015 1,46 0,027 2,13 0,060
Med 2,495 0,011 Med 1,815 0,025 Med 2,74 0,037
Lce pH 7,0/ frasco 1 Lcc pH 7,0/ frasco 2 Lcc pH 7,0/ frasco 3
sem AF | com AF sem AF | com AF sem AF | com AF
U/mL 10° 15° U/mL [10° 15° U/mL [10° 15°
2,03 0,040 1,56 0,040 1,94 0,056
2,74 0,011 2,13 0,014 1,55 0,014
Med 2,385 0,0255 Med 1,845 0,027 Med 1,745 0,035
LiP pH 3,0/ frasco 1 LiP pH 3,0/ frasco 2 LiP pH 3,0/ frasco 3
sem AF | com AF sem AF | com AF sem AF | com AF
U/mL 10° 15° U/mL |15° U/mL [10° 15°
0,11 0,0 0,12 0,0 0,13 0,0
0,09 0,0 0,11 0,0 0,12 0,0
Med 0,1 0,0 Med 0,115 0,0 Med 0,125 0,0
LiP pH 5,0/ frasco 1 LiP pH 5,0/ frasco 2 LiP pH 5,0/ frasco 3
sem AF | com AF sem AF | com AF sem AF | com AF
U/mL 10° 15° U/mL |15° U/mL [10° 15°
0,14 0,0 0,15 0,0 0,143 0,0
0,13 0,0 0,12 0,0 0,150 0,0
Med 0,135 0 Med 0,135 0,0 Med | 0,1465 0,0
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Quadro A - 02: Atividade enzimatica do Trametes villosa com acido fulvico
(continuacdo...)

LiP pH 7,0/ frasco 1 LiP pH 7,0/ frasco 2 LiP pH 7,0/ frasco 3
sem AF | com AF sem AF | com AF U/mL |sem AF | com AF
10° 15° U/mL [15° 10° 15°

0,12 0,0 0,11 0,001 0,09 0,001
0,12 0,0 0,09 0,000 0,08 0,000
Med 0,12 0,0 Med 0,1 0,0005 Med 0,085 | 0,0005
MnP pH 3,0/ frasco 1 MnP pH 3,0/ frasco 2 MnP pH 3,0/ frasco 3
sem AF | com AF sem AF | com AF sem AF | com AF
U/mL |10° 15° U/mL |10° 15° U/mL [10° 15°
0,002 0,0 0,003 0,0 0,0 0,0
0,001 0,0 0,001 0,0 0,0 0,0
Med | 0,0015 0 Med 0,002 0 Med 0 0
MnP pH 5,0/ frasco 1 MnP pH 5,0/ frasco 2 MnP pH 5,0/ frasco 3
sem AF | com AF sem AF | com AF sem AF | com AF
U/mL |10° 15° U/mL |10° 15° U/mL [10° 15°
0,03 0,0 0,192 0,03 0,123 0,01
0,02 0,0 0,153 0,02 0,111 0,01
Med 0,025 0 Med | 0,1725 | 0,025 Med 0,117 0,01
MnP pH 7,0/ frasco 1 MnP pH 7,0/ frasco 2 MnP pH 7,0/ frasco 3
sem AF | com AF sem AF | com AF sem AF | com AF
U/mL [10° 15° U/mL [10° 15° U/mL |10° 15°
0,001 0,0 0,0 0,0 0 0,001
0,0 0,0 0,0 0,0 0 0,000
Med | 0,0005 0 Med 0 0 Med 0 0,0005
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Quadro A - 03: Atividade enzimatica do Pycnoporus sanguineus com acido humico da

Sigma-Aldrich®
Lec frasco 1 Lec frasco 2 Lecc frasco 3
sem AH | com AH sem AH | com AH sem AH |com AH
U/mL |10° 15° U/mL |10° 15° U/mL |10° 15°
3,16 0,405 3,270 0,108 2,70 0,850
4,7 0,205 2,927 0,203 2,9 0,799
Med 3,93 0,305 Med | 3,0985 0,1555 Med 2,8 0,8245
LiP frasco 1 LiP frasco 2 LiP frasco 3
sem AH | com AH sem AH | com AH sem AH | com AH
U/mL |10° 15° U/mL | 15° U/mL |10° 15°
0,35 0,001 0,32 0,0 0,34 0,001
0,23 0,001 0,39 0,0 0,42 0,0
Med 0,29 0,0 Med | 0,355 0,0 Med 0,38 0,0
MnP frasco 1 MnP frasco 2 MnP frasco 3
sem AH | com AH sem AH | com AH sem AH | com AH
U/mL |10° 15° U/mL |10° 15° U/mL |10° 15°
0,42 0,0 0,25 0,0 0,25 0,00
0,21 0,0 0,47 0,0 0,28 0,001
Med 0,315 0,0 Med 0,36 0,0 Med 0,265 0,0
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Quadro A — 04: Atividade enzimatica do Pycnoporus sanguineus com acido himico extraido

Lcc frasco 1 Lcc frasco 2 Lcc frasco 3
sem AH | com AH sem AH | com AH sem AH | com AH
U/mL |10° 15° U/mL | 10° 15° U/mL | 10° 15°
3,21 0,029 3,12 0,038 1,55 0,037
2,13 0,225 1,89 0,225 2,58 0,190
Med 2,67 0,127 Med | 2,505 0,1315 Med | 2,065 0,1135
LiP frasco 1 LiP frasco 2 LiP frasco 3
sem AH | com AH sem AH | com AH sem AH | com AH
U/mL | 10° 15° U/mL | 15° U/mL |10° 15°
0.4 0,002 0,32 0,000 0,25 0,0
0,31 0,0 0,39 0,001 0,36 0,0
Med | 0,355 0,0 Med | 0,355 0,0 Med | 0,305 0,0
MnP frasco 1 MnP frasco 2 MnP frasco 3
sem AH | com AH sem AH | com AH sem AH | com AH
U/mL |10° 15° U/mL [10° 15° U/mL |10° 15°
0,34 0,09 0,43 0,002 0,22 0,003
0,19 0,003 0,32 0,001 0.4 0,001
Med 0,265 0,0 Med 0,375 0,0 Med 0,31 0,0
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Quadro A - 05: Atividade enzimatica do Trametes villosa com acido humico Sigma-Aldrich®

Lcc frasco 1 Lcc frasco 2 Lcc frasco 3
sem AH | com AH sem AH | com AH sem AH | com AH
U/mL |10° 15° U/mL |10° 15° U/mL |10° 15°
3,850 0,07 3,900 0,2 2,151 0,01
3,711 0,02 3,998 0,34 3,277 0,03
Med | 3,7805 0,045 Med 3,949 0,27 Med 2,714 0,02
LiP frasco 1 LiP frasco 2 LiP frasco 3
sem AH | com AH sem AH | com AH sem AH | com AH
U/mL | 10° 15° U/mL | 15° U/mL | 10° 15°
0,1 0,0 0,23 0,0 0,08 0,0
0,12 0,0 0,27 0,0 0,097 0,0
Med 0,11 0,0 Med 0,25 0,0 Med | 0,0885 0,0
MnP frasco 1 MnP frasco 2 MnP frasco 3
sem AH| com AH sem AH| com AH sem AH | com AH
U/mL | 10° 15° U/mL | 10° 15° U/mL |10° 15°
0,25 0,0 0,09 0,0 0,12 0,0
0,14 0,0 0,15 0,0 0,11 0,0
Med | 0,195 0,0 Med 0,12 0,0 Med 0,115 0,0
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Quadro A — 06: Atividade enzimatica do Trametes villosa com 4cido himico extraido

Lcc frasco 1 Lcc frasco 2 Lcc frasco 3
sem AH | com AH sem AH | com AH sem AH | com AH
U/mL |10° 15° U/mL |10° 15° U/mL |10° 15°
2,713 0,34 3,680 0,1 2,164 0,1
2,260 0,07 2,125 0,3 2,707 0,2
Med | 2,4865 0,205 Med | 2,9025 0,2 Med | 2,4355 0,15
LiP frasco 1 LiP frasco 2 LiP frasco 3
sem AH| com AH sem AH | com AH sem AH | com AH
U/mL | 10° 15° U/mL | 15° U/mL | 10° 15°
0,2 0,0 0,09 0,0 0,13 0,0
0,1 0,0 0,1 0,0 0,18 0,0
Med 0,15 0,0 Med 0,095 0,0 Med 0,155 0,0
MnP frasco 1 MnP frasco 2 MnP frasco 3
sem AH | com AH sem AH | com AH sem AH | com AH
U/mL | 10° 15° U/mL | 10° 15° U/mL | 10° 15°
0,130 0,002 0,23 0,00 0,20 0,0
0,12 0,001 0,34 0,001 0,24 0,0
Med 0,125 0,0015 Med 0,285 0,002 Med 0,22 0
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Quadro A — 07: Analise de variancia - Teste ANOVA da atividade enzimatica do

Pycnoporus sanguineus com acido fulvico

Lce (U/mL) n Média DP Min Max p
10 dias
pH 3,0 3 1,79 0,31 1,44 2,03
pH 5.0 3 1,61 0,41 1,34 2,08
pH 7,0 3 1,34 0,14 1,20 1,48
Total 9 1,58 0,33 1,20 2,08 0,269
15 dias
pH 3,0 3 0,10 0,07 0,04 0,17
pH 5,0 3 0,04 0,02 0,02 0,05
pH 7,0 3 0,05 0,01 0,03 0,06
Total 9 0,06 0,05 0,02 0,17 0,225
LiP (U/mL) n Média DP Min Max p
10 dias
pH 3,0 3 0,32 0,05 0,27 0,36
pH 5,0 3 0,38 0,03 0,35 0,40
pH 7,0 3 0,32 0,05 0,27 0,36
Total 9 0,34 0,05 0,27 0,40 0,295
15 dias
pH 3,0 3 0,00117 0,00104 | 0,00000 | 0,00200
pH 5,0 3 0,00117 0,00029 | 0,00100 | 0,00150
pH 7,0 3 0,00067 0,00029 | 0,00050 | 0,00100
Total 9 0,00100 0,00061 | 0,00000 | 0,00200 0,579
MnP (U/mL) n Média DP Min Max p
10 dias
pH 3,0 3 0,34 0,11 0,22 0,42
pH 5,0 3 0,24 0,09 0,16 0,34
pH 7,0 3 0,31 0,05 0,27 0,37
Total 9 0,30 0,09 0,16 0,42 0,396
15 dias
pH 3,0 3 0,00000 0,00000 | 0,00000 | 0,00000
pH 5,0 3 0,00050 0,00050 | 0,00000 | 0,00100
pH 7,0 3 0,00017 0,00029 | 0,00000 | 0,00050
Total 9 0,00022 0,00036 | 0,00000 | 0,00100 0,252
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Quadro A — 08: Analise de variancia - Teste ANOVA da atividade enzimatica do
Trametes villosa com acido fulvico

Lee (U/mL) n Média DP Min Max p
10 dias
pH 3.0 3 2,30 0,29 2,07 2,63
pH 5,0 3 2,35 0,48 1,82 2,74
pH 7,0 3 1,99 0,34 1,75 2,39
Total 9 2,22 0,37 1,75 2,74 0,495
15 dias
pH 3,0 3 0,028 0,005 0,023 0,032
pH 5,0 3 0,024 0,013 0,011 0,037
pH 7,0 3 0,029 0,005 0,026 0,035
Total 9 0,027 0,008 0,011 0,037 0,775
LiP (U/mL) n M¢édia DP Min Max p
10 dias
pH 3,0 3 0,11 0,01 0,10 0,13
pH 5,0 3 0,14 0,01 0,14 0,15
pH 7,0 3 0,10 0,02 0,09 0,12
Total 9 0,12 0,02 0,09 0,15 0,033
15 dias
pH 3,0 3 0,00000 0,00000 | 0,00000 | 0,00000
pH 5,0 3 0,00000 0,00000 | 0,00000 | 0,00000
pH 7,0 3 0,00033 0,00029 | 0,00000 | 0,00050
Total 9 0,00011 0,00022 | 0,00000 | 0,00050 0,079
MnP (U/mL) n Média DP Min Max p
10 dias
pH 3.0 3 0,0012 0,0010 0,0000 0,0020
pH 5,0 3 0,1048 0,0745 0,0250 0,1725
pH 7,0 3 0,0002 0,0003 0,0000 0,0005
Total 9 0,0354 0,0640 0,0000 0,1725 0,052
15 dias
pH 3,0 3 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
pH 5,0 3 0,0117 0,0126 0,0000 0,0250
pH 7.0 3 0,0002 0,0003 0,0000 0,0005
Total 9 0,0039 0,0086 0,0000 0,0250 0,159
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Quadro A — 09: Analise de varidncia — Teste Tukey da atividade
enzimatica do Trametes villosa com acido falvico

LiP (U/mL) p

10 dias

pH 3.0 Ph 5,0 0,117
Ph 7,0

pH 5,0 Ph 7,0 0,030

Quadro A — 10: Analise de variancia — Teste T Pareado da atividade enzimatica do
Pycnoporus sanguineus com acido fulvico

Fator n Média DP p
Lece (U/mL)

10 dias 9 1,578 0,330

15 dias 9 0,061 0,045 <0,001
LiP (U/mL)

10 dias 9 0,339 0,046

15 dias 9 0,001 0,001 <0,001
MnP (U/ml)

10 dias 9 0,296 0,086

15 dias 9 0,000 0,000 <0,001

Quadro A — 11: Analise de variancia — Teste T Pareado da atividade enzimatica do
Trametes villosa com acido fulvico

Fator n Média DP p
Lee (U/mL)

10 dias 9 2,215 0,369

15 dias 9 0,027 0,008 <0,001
LiP (U/mL)

10 dias 9 0,118 0,020

15 dias 9 0,00011 0,00022 <0,001
MnP (U/mL)

10 dias 9 0,035 0,064

15 dias 9 0,0039 0,0086 0,130
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Quadro A — 12: Analise estatistica descritiva de Trametes villosa com
acido fulvico em reator estatico (Jar Test)

Fator N M¢édia DP Min Max
10° dia
Lcc (U/mL) 3 2,12 0,35 1,81 2,50
LiP (U/mL) 3 0,07 0,08 0,02 0,16
MnP (U/mL) 3 0,09 0,02 0,08 0,11
Total 9 0,76 1,04 0,02 2,50
24 h
Lce (U/mL) 3 0,67 0,18 0,56 0,88
LiP (U/mL) 3 0,00 0,00 0,00 0,01
MnP (U/mL) 3 0,00 0,00 0,00 0,00
Total 9 0,22 0,35 0,00 0,88

Quadro A - 13: Analise estatistica descritiva de Pycnoporus
sanguineus com acido htimico em reator estatico (Jar Test)

Fator N Média DP Min Max
10° dia
Lce (U/mL) 3 2,83 0,79 1,94 3,43
LiP (U/mL) 3 0,10 0,04 0,06 0,13
MnP (U/mL) 3 0,09 0,03 0,06 0,11
Total 9 1,01 1,42 0,06 3,43
24 h
Lce (U/mL) 3 1,26 0,43 0,81 1,66
LiP (U/mL) 3 0,01 0,01 0,00 0,02
MnP (U/mL) 3 0,00 0,00 0,00 0,00
Total 9 0,42 0,66 0,00 1,66

Quadro A — 14: Analise estatistica descritiva de Trametes villosa com
acido humico nos experimentos em reator estatico (Jar Test)

Fator N Média DP Min Max
10° dia
Lce (U/mL) 3 2,02 0,46 1,73 2,55
LiP (U/mL) 3 0,06 0,02 0,04 0,08
MnP (U/mL) 3 0,07 0,05 0,02 0,11
Total 9 0,72 1,00 0,02 2,55
24 h
Lce (U/mL) 3 1,01 0,19 0,89 1,24
LiP (U/mL) 3 0,01 0,01 0,00 0,02
MnP (U/mL) 3 0,00 0,00 0,00 0,00
Total 9 0,34 0,51 0,00 1,24
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Quadro A — 15: Analise estatistica descritiva de do Trametes villosa com acido htimico

Sigma-Aldrich®
Lce (U/mL) Média DP Min Max
3,48 0,67 2,71 3,95
10° dia
0,11 0,14 0,02 0,27
15° dia
1,80 0,02 3,95
Total

Quadro A — 16: Analise estatistica descritiva de Trametes villosa com acido humico

extraido
Lce (U/mL) Média DP Min Max
2,61 0,26 2,44 2,90
10° dia
0,19 0,03 0,15 0,21
15° dia
1,40 0,15 2,90
Total

Quadro A — 17: Analise estatistica descritiva de Trametes villosa com acido humico

Sigma-Aldrich®

LiP (U/mL) M¢édia DP Min Max
0,15 0,09 0,09 0,25
10° dia
0,00 0,00 0,00 0,00
15° dia
0,07 0,00 0,25
Total

Quadro A — 18: Analise estatistica descritiva de Trametes villosa com acido humico

extraido
LiP (U/mL) M¢édia DP Min Max
0,13 0,03 0,10 0,16
10° dia
0,00 0,00 0,00 0,00
15° dia
0,06 0,00 0,16

Total
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Quadro A — 19: Analise estatistica descritiva de Trametes villosa com acido humico

Sigma-Aldrich®
MnP (U/mL) M¢édia DP Min Max
0,14 0,04 0,12 0,20
10° dia
0,00 0,00 0,00 0,00
15° dia
0,07 0,12 0,20
Total

Quadro A — 20: Analise estatistica descritiva de

Trametes villosa com acido humico

extraido
MnP (U/mL) Média DP Min Max
0,21 0,08 0,13 0,29
10° dia
0,00 0,00 0,00 0,00
15° dia
0,11 0,00 0,29
Total

Quadro A - 21: Analise estatistica descritiva de Pycnoporus sanguineus com acido

himico Sigma-Aldrich®

Lce (U/mL) Média DP Min Max
3,28 0,59 2,80 3,93
10° dia
0,43 0,35 0,16 0,82
15° dia
1,85 0,16 3,93
Total

Quadro A — 22: Analise estatistica descritiva de Pycnoporus sanguineus com acido

htmico extraido

Lce (U/mL) Média DP Min Max
2,41 0,31 2,07 2,67
10° dia
0,12 0,01 0,11 0,13
15° dia
1,27 0,11 2,67

Total
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Quadro A — 23: Analise estatistica descritiva de Pycnoporus sanguineus com acido
hiimico Sigma-Aldrich®

LiP (U/mL) n M¢édia DP Min Max
0,34 0,05 0,29 0,38
10° dia 3
0,00050 0,00 0,00 0,00
15° dia 3
0,17 0,00 0,38
Total 6

Quadro A — 24: Analise estatistica descritiva de Pycnoporus sanguineus com acido
himico extraido

LiP (U/mL) n Média DP Min Max
0,34 0,03 0,31 0,36
10° dia 3
0,00 0,00 0,00 0,00
15° dia 3
0,17 0,00 0,36
Total 6

Quadro A — 25: Analise estatistica descritiva de Pycnoporus sanguineus com acido
himico Sigma-Aldrich®

MnP (U/mL) n Média DP Min Max
0,31 0,05 0,27 0,36
10° dia 3
0,00 0,00 0,00 0,00
15° dia 3
0,16 0,00 0,36
Total 6

Quadro A — 26: Analise estatistica descritiva de Pycnoporus sanguineus com acido
himico extraido

MnP (U/mL) n Média DP Min Max
0,32 0,06 0,27 0,38
10° dia 3
0,00 0,00 0,00 0,00
15° dia 3
0,16 0,00 0,38
Total 6




